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RESUMEN 
 
Microorganismos poco frecuentes tales como Achromobacter spp., Pseudomonas 
putida y Sphingobacterium spp. son recuperados cada vez con mayor frecuencia de 
muestras clínicas de diversos tipos de pacientes, tanto inmunocompetentes como 
inmunosuprimidos. Esto se debe probablemente a un incremento en la sobrevida de los 
pacientes, a la mejora de las técnicas de aislamiento e identificación bacteriana en el 
laboratorio así como a la presión ejercida por la exposición repetida a la terapia 
antibiótica. 
Achromobacter, particularmente A. xylosoxidans puede asociarse a neumonía, 
bacteriemia e incluso meningitis. Generalmente se presenta en pacientes 
inmunodeprimidos, pero también se ha descripto en pacientes inmunocompetentes. Los 
pacientes con fibrosis quística tienen una mayor predisposición de padecer infección por 
este microorganismo. La identificación certera de las especies del género 
Achromobacter resulta difícil y generalmente los aislamientos clínicos de dicho género 
son referidos como A. xylosoxidans. Asimismo, otras especies del género, diferentes a A. 
xylosoxidans, son habitualmente consideradas microorganismos ambientales y en 
escasas ocasiones fueron asociadas a infecciones en humanos. Esta dificultad en la 
identificación determina que no sea posible evaluar la prevalencia real y el impacto 
clínico de las diferentes especies, siendo necesario contar con métodos confiables y 
específicos para identificar de manera certera las especies de Achromobacter. Uno de 
los objetivos del presente estudio fue contribuir a la identificación de estas especies a 
través de técnicas rápidas y sencillas que permitan un rápido diagnóstico y la 
implementación de terapias adecuadas. 
Hemos evaluado la eficiencia de diferentes técnicas feno y genotípicas empleadas en 
la identificación de aislamientos de Achromobacter spp. Las técnicas basadas en la 
secuenciación de múltiples alelos (MLST) y la secuenciación de nrdA resultaron las más 
apropiadas para arribar a la correcta identificación de las especies de Achromobacter. 
Asimismo, como parte de este trabajo, hemos descripto la presencia de nuevos genes 
blaOXA, ubicuos y específicos de A. ruhlandii, A. insuavis y A. dolens, que resultaron útiles 
en la identificación, constituyendo marcadores especie específicos. La correcta 
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identificación de las especies de Achromobacter ha permitido reportar el hallazgo de 
especies diferentes a A. xylosoxidans en muestras clínicas, tales como A. ruhlandii, A. 
dolens, A. spiritinus, A. marplatensis, A. insolitus, A. spanius, A. pulmonis. 
Achromobacter spp. presenta naturalmente multirresistencia a antibióticos como 
muchos β-lactámicos de amplio espectro, fluoroquinolonas, aminoglucósidos y 
trimetoprima-sulfametoxazol. En este trabajo se reporta la emergencia de aislamientos 
que presentaron resistencia a carbapenemes, cuyos mecanismos fueron parte del 
estudio. Distintos ensayos indicaron la presencia de una enzima con actividad de 
carbapenemasa. Se caracterizó una de las enzimas identificadas en el estudio, OXA-
258a, la cual no sería responsable de dicha resistencia. Asimismo se identificó una nueva 
enzima de tipo AmpC, la cual se pretende caracterizar.  
Si bien son poco frecuentes, en este estudio hemos caracterizado dos brotes debidos 
a aislamientos de Achromobacter genogrupo 20, identificando en uno de ellos el posible 
nexo epidemiológico. Cabe señalar la importancia de contar con herramientas que 
permitan un rápido análisis de estas situaciones con el fin de instaurar medidas 
tendientes a evitar la diseminación de este microorganismo. 
 Las especies del género Sphingobacterium son bacilos gram negativos no 
fermentadores ubicuos en la naturaleza, y que rara vez producen infecciones en 
humanos. Los carbapenemes resultan activos frente a aislamientos de este género si 
bien hemos detectado en este estudio la emergencia de cepas con resistencia disociada 
(resistentes a imipenem y sensibilidad a meropenem). Se evidenció que esta resistencia 
podría deberse a la pérdida o disminución de la expresión de una proteína de 
membrana externa (OMP) de aproximadamente 50 kDa, la cual se intentó identificar por 
distintas metodologías. La proteína fue digerida y los péptidos resultantes se analizaron 
mediante MALDI-TOF. Aún no se ha podido dilucidar la secuencia completa de la 
proteína dado que hasta el momento en la base de datos empleada no existe ninguna 
proteína que comparta cierto grado de identidad.  
Pseudomonas putida es un bacilo gram negativo no fermentador que se encuentra 
con frecuencia en el medio ambiente. Sin embargo, durante las últimas tres décadas, se 
ha reportado como agente causal de diferentes infecciones asociadas al cuidado de la 
salud. La resistencia a carbapenemes es infrecuente en esta especie y no se ha 
reportado previamente la resistencia disociada a estos agentes. Se estudiaron 3 
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aislamientos de P. putida, recuperados de pacientes internados que presentaron 
resistencia a meropenem y sensibilidad a imipenem. Se estudió fenotípicamente la 
expresión de bombas de eflujo empleando inhibidores y se evaluó el nivel de expresión 
de la bomba de eflujo ArpABC por RT-PCR. Se determinó que la sobreexpresión de la 
misma podría contribuir a la resistencia a meropenem en aquellos aislamientos de P. 
putida que presentan resistencia disociada a carbapenemes, similar a lo observado para 
los sistemas de eflujo en Pseudomonas aeruginosa. 
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ADN: Ácido desoxi-ribonucleico 
AMC: amoxilina/ácido clavulánico  
AMK: amikacina  
AMP: ampicilina  
ATB: Antibiótico 
ATCC: American Type Culture Collection  
BGNNF: bacilos gram negativos no fermentadores 
BLEEs: β-lactamasas de espectro extendido 
BOR: ácido borónico 
CAZ: ceftazidima 
CFZ: cefazolina  
CIM: concentración inhibitoria mínima 
CIP: ciprofloxacina 
CLA: ácido clavulánico  
CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute 
CRO: ceftriaxona  
CST: colistin  
CTN: cefalotina 
DOX: doxiciclina  
EDTA: Ácido etilen-diamino-tetra-acético. 
ETP: ertapenem  
FEP: cefepime  
FOX: cefoxitina 
FQ: fibrosis quística 
GAT: gatifloxacina  
GEN: gentamicina  
IEF: isoelectroenfoque  
IMAC: cromatografía de afinidad de metal inmovilizado 
IPM: imipenem  
IPTG: Isopropil-1-tio-β-D-galactósido  
KAN: kanamicina 
LB: Luria Bertani (medio de cultivo) 
LBA: Luria Bertani Agar (medio de cultivo sólido) 
LEX: cefalexina 
LVX: levofloxacina  
MALDI-TOF: Espectrometría de masas (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-
Flight) 
MBLs: metalo-β-lactamasas 
MEM: meropenem 
MIN: minociclina  
MXF: moxifloxacina 
NOR: Norfloxacina 
ON: overnight 
ORF: marco de lectura abierto (Open Reading Frame) 
PAβN: fenil(Phe)-Arginil(Arg)-β-naftilamida. Inhibidor de bomba de eflujo.  
pb: pares de bases 
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction) 
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PFGE: Electroforesis en campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis) 
pI: punto isoeléctrico 
PIP: piperacilina (PIP) 
PM: peso molecular 
R: Resistente 
RES: reserpina. Inhibidor de bomba de eflujo 
S: Sensible 
SDS: dodecil sulfato de sodio 
SDS-PAGE: electroforesis en geles de poliacrilamida, en condiciones desnaturalizantes. 
(Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
TET: tetraciclina  
TSA: Tripteína Soja Agar (medio de cultivo) 
Tm: temperatura de fusión 
TMS: trimetoprima-sulfametoxazol 
TZP: piperacilina/tazobactam 
X-Gal: 5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactósido 
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Bacilos gram negativos no fermentadores 
Los bacilos gram negativos no fermentadores de la glucosa son microorganismos 
aerobios estrictos, no esporulados, que no utilizan hidratos de carbono como fuente 
de energía o que los degradan a través de vías metabólicas diferentes de la 
fermentación. Se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, y pueden 
estar presentes en el suelo y el agua. 
Las infecciones causadas por bacilos gram negativos no fermentadores (BGNNF) han 
cobrado notoria importancia debido que se ha observado un incremento en su 
incidencia en las infecciones hospitalarias. Estas infecciones constituyen un problema 
reconocido universalmente, que afecta por un lado la morbi-mortalidad de los 
pacientes así como también al sistema de salud en su conjunto. Pseudomonas 
aeruginosa y Acinetobacter spp. constituyen los BGNNF que se aíslan con mayor 
frecuencia en las infecciones nosocomiales. Sin embargo, en las últimas décadas, se 
observa un continuo incremento en la prevalencia de infecciones causadas por otros 
BGNNF como Pseudomonas putida, Achromobacter xylosoxidans, Sphingobacterium 
spp., Elizabethkingia meningoseptica, Alcaligenes faecalis, entre otros, los cuales 
presentan una marcada multirresistencia a los antimicrobianos [1-4] 
 
Achromobacter spp.: Generalidades 
El género Achromobacter actualmente comprende 16 especies: Achromobacter 
xylosoxidans (especie tipo del género), Achromobacter denitrificans, Achromobacter 
insolitus, Achromobacter marplatensis, Achromobacter piechaudii, Achromobacter 
ruhlandii, Achromobacter spanius, Achromobacter dolens, Achromobacter insuavis, 
Achromobacter pulmonis, Achromobacter mucicolens, Achromobacter aegrifaciens, 
Achromobacter animicus, Achromobacter anxifer, Achromobacter spiritinus y 
Achromobacter sediminum. A. xylosoxidans constituía la única especie cuando fue 
propuesto el género Achromobacter en 1981 [5]. En 1997 fue propuesto A. spanius [6], 
mientras que en 1998, A. ruhlandii y A. piechaudii fueron reasignados del género 
Alcaligenes [7]. En 2003, A. xylosoxidans subsp. denitrificans fue reclasificado como A. 
denitrificans [8] y posteriormente, también en 2003, fueron descriptos A. spanius, A. 
insolitus y A. marplatensis [9, 10]. Recientemente, el avance en las técnicas 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
18 
 
moleculares, ha permitido el reconocimiento de la existencia de nuevas especies [11-
14]. 
Las bacterias del género Achromobacter son BGNNF móviles, aerobios y oxidasa 
positivos. Son patógenos oportunistas que se encuentran habitualmente en soluciones 
acuosas y el suelo. Frecuentemente son recuperados de muestras de jabones, 
soluciones antisépticas, respiradores, agua corriente, nebulizadores, fluidos de diálisis 
y piletas de natación. Son capaces de alcanzar el torrente sanguíneo desde el aparato 
gastrointestinal, o por exposición directa (respiratoria o cutánea) a líquidos 
colonizados por estas bacterias. También, aunque de manera poco frecuente, puede 
ocurrir la infección por vía transplacentaria [15]. 
Achromobacter, particularmente A. xylosoxidans puede asociarse a neumonía, 
bacteriemia relacionada al uso de catéteres [16, 17], pancreatitis necrotizante [18], 
infecciones del tracto urinario [19]e incluso meningitis [20]. Generalmente se presenta 
en pacientes inmunodeprimidos, pero también se ha descripto en pacientes 
inmunocompetentes. La mayoría de las infecciones son nosocomiales, aunque un 
tercio de las mismas son adquiridas en la comunidad. Este bacilo ha sido recuperado 
de hemocultivos y de líquido cefalorraquídeo de pacientes neonatos y está asociado a 
un gran número de casos fatales.  
 
Achromobacter spp. en pacientes fibroquísticos: 
Los pacientes con fibrosis quística tienen una mayor predisposición de padecer 
infecciones producidas por este microorganismo. Se ha observado un incremento en la 
frecuencia de aislamientos de Achromobacter spp. en muestras clínicas de estos 
pacientes. Esto se debe probablemente a la presión ejercida por la exposición repetida 
a la terapia antibiótica, al incremento en la sobrevida de los pacientes fibroquísticos así 
como a la mejora de las técnicas de aislamiento e identificación bacteriana en el 
laboratorio [21]. 
La fibrosis quística (FQ) es una enfermedad hereditaria autosómica recesiva. Es más 
frecuente en la población de origen caucásico, con una incidencia de 1 en 2500 nacidos 
vivos, aunque la misma varía en las diferentes etnias. Principalmente se debe a 
mutaciones en un gen localizado en el brazo largo del cromosoma 7 (7q3.1), que 
codifica para una proteína reguladora transmembrana de 1480 aminoácidos, llamada 
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CFTR. Esta proteína es responsable del transporte de iones, principalmente cloruros, a 
través de las membranas apicales de las células epiteliales (Figura 1). Las alteraciones 
en CFTR conducen a un trastorno en la regulación de los canales de cloruro que 
provocan una disminución de la secreción de agua, generando un aumento en la 
viscosidad de las secreciones. Las principales manifestaciones clínicas de la 
enfermedad son las infecciones pulmonares crónicas recurrentes, provocadas por 
secreciones obstructivas de las vías respiratorias. Por su parte, el mal funcionamiento 
del páncreas exócrino produce síndrome de mala digestión, generando una mala 
absorción y consecuentemente la alteración nutricional [22]. Esto da como resultado 
una enfermedad multiorgánica, siendo la insuficiencia pulmonar la principal causa de 
morbilidad y mortalidad, en pacientes fibroquísticos.  
 
Figura 1: Actividad de la proteína CFTR en la membrana celular del humano. 
Imagen tomada de Vega-Briceño et al. [23] 
 
La alteración de las secreciones respiratorias determina una predisposición para la 
colonización-infección broncopulmonar crónica. La colonización por Staphylococcus 
aureus y Haemophilus influenzae es frecuente en niños menores de 10 años, mientras 
que Pseudomonas aeruginosa con morfotipo mucoide es el microorganismo más 
relevante en niños mayores y adultos, y es la causa principal del deterioro 
broncopulmonar progresivo, con disminución de la función pulmonar[24]. 
El tratamiento antimicrobiano repetido junto con la alteración pulmonar progresiva, 
favorecen el desplazamiento de los patógenos habituales, aislándose con mayor 
frecuencia otros BGNNF, entre los que se destacan Stenotrophomonas maltophilia, 
Achromobacter spp., complejo Burkholderia cepacia y recientemente Inquilinus 
limosus [25-27]. 
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La prevalencia de A. xylosoxidans en pacientes con FQ es menor que la de S. 
maltophilia, con tasas generalmente menores del 10%, aunque dicha cifra está en 
creciente aumento [21, 28, 29]. A su vez, A. xylosoxidans representa una amenaza 
potencial ya que se asocia con múltiples resistencias a los antibióticos, persistencia y, 
en algunos casos, transmisión entre pacientes [30-32].  
En la actualidad se realizan esfuerzos multidisciplinarios con el fin de conocer las 
bases moleculares de la enfermedad y, al mismo tiempo, para mejorar el seguimiento 
y tratamiento de los pacientes afectados. Se ha observado un aumento importante de 
la supervivencia de los pacientes y, con ello, de la proporción de adultos afectados, 
considerándose en la actualidad como una enfermedad que puede afectar al adulto. 
Diversos factores determinan la sobrevida del paciente, tales como el genotipo de la 
enfermedad, las complicaciones respiratorias y el tratamiento. 
 
La dificultad en la identificación de Achromobacter spp. 
La identificación certera de las especies del género Achromobacter resulta difícil y 
generalmente los aislamientos clínicos de dicho género son referidos como A. 
xylosoxidans. Asimismo, otras especies del género, diferentes a A. xylosoxidans, son 
habitualmente consideradas microorganismos ambientales y en escasas ocasiones 
fueron asociadas a infecciones en humanos [33]. Esta dificultad en la identificación 
determina que no sea posible evaluar la prevalencia real y el impacto clínico de las 
diferentes especies del género, siendo necesario contar con métodos confiables y 
específicos para identificar con precisión especies de Achromobacter. 
Habitualmente la identificación bacteriana se realiza por métodos bioquímicos 
basados en las características fenotípicas, puesto que su realización y su costo los hace 
más asequibles. Los esquemas tradicionales de identificación fenotípica se basan en las 
características “observables” de las bacterias, como su morfología, desarrollo, y 
propiedades bioquímicas y metabólicas. Para ello se utiliza de forma secuencial o 
simultánea un conjunto de pruebas cuyo propósito final es la identificación del 
microorganismo a nivel de género y especie, y que incluya la mayoría de las bacterias, 
al menos, las de relevancia clínica-infecciosa. Dentro de esta batería de pruebas 
bioquímicas se destacan los requerimientos nutricionales, la hemólisis, la prueba de 
oxidasa, fermentación/oxidación de azúcares, entre otras. Los sistemas comerciales 
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manuales o galerías multipruebas permiten realizar simultáneamente entre 10 y 50 
pruebas bioquímicas. Por otro lado podemos mencionar también los sistemas 
comerciales automatizados en donde la inoculación y la lectura de las pruebas se suele 
hacer de forma automática, incorporándose los datos obtenidos en un ordenador, el 
cual proporciona la identificación del microorganismo con un índice alto de fiabilidad. 
Asimismo, en los últimos años se ha implementado la identificación por 
espectrometría de masas, MALDI-TOF. En esta última, la identificación puede ser 
llevada a cabo directamente a partir de las colonias bacterianas o bien luego de una 
extracción proteica, las cuales son posteriormente inoculadas en la plataforma para el 
análisis por espectrometría de masas.  
Dado que los métodos fenotípicos de identificación, tanto convencionales como 
comerciales, brindan resultados confusos y en general no logran diferenciar entre las 
especies de Achromobacter, se han propuesto algunos métodos moleculares. Entre 
ellos, la identificación por amplificación y secuenciación del gen que codifica para ARNr 
16S [34] ha resultado un método útil en la identificación de numerosos 
microorganismos. El ARNr 16S es un polirribonucleótido incluido en la subunidad 30S 
del ribosoma bacteriano, codificado por el gen ADN-ARNr 16S (ADN 16S). Dicho gen, es 
de distribución universal por tratarse de un componente fundamental en la función 
celular, por lo cual puede ser utilizado como un cronómetro molecular al presentar un 
alto grado de conservación [35]. Asimismo, la secuencia del gen ADN 16S, de 1500 pb 
aproximadamente, presenta suficiente polimorfismo interespecífico que permite 
diferenciar entre especies. Si bien este método ha sido utilizado para identificar 
Achromobacter spp., se observa que el mismo no presenta la capacidad de discriminar 
entre algunas especies de este género [36]. 
Más recientemente se ha propuesto la detección del gen codificante de la β-
lactamasa OXA-114 como marcador específico de la especie A. xylosoxidans, el cual 
podría proporcionar un método útil para lograr una identificación rápida y certera [37, 
38]. 
 
Pseudomonas putida: Generalidades 
Pseudomonas putida es un BGNNF que pertenece al grupo de bacterias 
fluorescentes del género Pseudomonas. Se encuentra con frecuencia en el medio 
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ambiente y es considerado, en un principio, como un microorganismo de baja 
patogenicidad [39]. Sin embargo, durante las últimas tres décadas, se ha reportado 
como agente causal de diferentes infecciones nosocomiales, especialmente en 
pacientes inmunocomprometidos y en aquellos que poseen algún dispositivo médico o 
catéteres [40]. 
Existen escasos reportes en la literatura sobre las infecciones producidas por P. 
putida. Esto puede deberse fundamentalmente a su baja frecuencia y a que presenta 
una mayor sensibilidad antimicrobiana en comparación con otras especies de 
Pseudomonas, especialmente P. aeruginosa. Aun así, en nuestro país, se reportó la 
presencia de P. putida resistentes a carbapenemes, en muestras clínicas [41]. 
 
Sphingobacterium spp.: Generalidades 
Las bacterias que pertenecen al género Sphingobacterium son BGNNF, ubicuos en la 
naturaleza y que rara vez producen infecciones en humanos. 
Un rasgo característico de las bacterias que pertenecen a este género, es la 
presencia de altas concentraciones de esfingofosfolípidos en los componentes lipídicos 
celulares, y es debido a ello el nombre de Sphingobacterium. 
El género Sphingobacterium comprende hasta el momento 33 especies. Sin 
embargo este número sigue en continuo aumento a medida que se describen nuevas 
especies en muestras de tierra [42, 43], agua [44], compost [45] e incluso en muestras 
clínicas de humanos [46, 47]. 
Las especies S. multivorum y S. spiritovorum se han asociado con bacteriemias, 
peritonitis e infecciones respiratorias crónicas en pacientes con severas condiciones 
subyacentes, como es el caso de los pacientes con fibrosis quística [48]. 
 
Antibióticos -lactámicos 
Los antibióticos β-lactámicos, cuyo mecanismo de acción es la inhibición de la 
última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana, constituyen la familia más 
numerosa de antimicrobianos y la más utilizada en la práctica clínica. Se trata de 
antibióticos de acción bactericida lenta, con actividad dependiente del tiempo, que en 
general tienen buena distribución y escasa toxicidad. Algunas modificaciones de la 
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molécula original han dado lugar a compuestos con mayor espectro antimicrobiano, 
sin embargo la progresiva emergencia de microorganismos resistentes limita su uso 
empírico y su eficacia en determinadas situaciones [49]. 
La presencia del anillo β-lactámico (Figura2) define químicamente a esta familia de 
antibióticos. Sin embargo, para que este antibiótico sea activo, deben unirse otros 
sustituyentes a su anillo β-lactámico. Esto da lugar a los diferentes grupos de 
antibióticos β-lactámicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, monobactams e 
inhibidores de las β-lactamasas. Asimismo, dentro de cada grupo se pueden observar 
pequeñas modificaciones en la estructura, las cuales son responsables de variar ciertas 
características del antibiótico, como el espectro de acción, la afinidad por 
determinados blancos moleculares o la resistencia a las β-lactamasas. 
Las penicilinas son un grupo de antibióticos que contienen un anillo β-lactámico y 
un anillo de tiazolidina, formando el ácido 6-aminopenicilánico, estructura que deriva 
de la condensación de una molécula de valina y una de cisteína para dar lugar al doble 
anillo característico. Además poseen una cadena lateral en la posición 6 del anillo β-
lactámico, que varía entre las penicilinas y que define sus propiedades [50]. 
Las cefalosporinas son fármacos estructuralmente similares a las penicilinas, cuya 
estructura básica está constituida por el núcleo cefem, que consiste en la fusión de un 
anillo dihidrotiacínico y un anillo β-lactámico. La introducción de modificaciones en las 
cadenas laterales origina las diversas cefalosporinas. 
En cuanto a los inhibidores de β-lactamasas, el ácido clavulánico tiene un núcleo 
similar al ácido penicilánico de las penicilinas con la sustitución del átomo de azufre en 
posición 3 por un átomo de oxígeno (que incrementa la reactividad de la molécula y 
proporciona una afinidad mayor por las β-lactamasas). Asimismo, carece de la cadena 
lateral acilamino en posición 6 [50]. El sulbactam es una sulfona semisintética del ácido 
penicilánico. El tazobactam se diferencia del sulbactam por la presencia de un grupo 
triazol en posición 3. 
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Figura 2: Estructura química de β-lactámicos. Extraído de Suarez et al., 2009 [49] 
 
Entre los diferentes tipos de β-lactámicos, los carbapenemes poseen el más amplio 
espectro de actividad y la mayor potencia contra bacterias gram negativas. Son 
generalmente utilizados como “agentes de última línea” o “antibióticos de último 
recurso” cuando las infecciones son producidas por microorganismos 
multirresistentes. El anillo carbapenem es un azobiciclo formado por la condensación 
de un anillo β-lactámico y otro pirrolidínico de 5 miembros insaturado. Posee en 
posición 1 un átomo de carbono (carba) y un enlace no saturado entre 2 y 3 (-em). En 
posición 6 presentan un grupo hidroxietilo en configuración trans que protege al anillo 
β-lactámico de muchas serino-β-lactamasas, y en posición 3 un radical carboxilo, 
importante para que el anillo pirrolidínico active al β-lactámico [51] (Figura3). 
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Figura 3: Estructura química de los carbapenemes más empleados en la terapia 
antimicrobiana. Extraído de Martínez et al, 2010 [51]. 
Mecanismo de acción de antibióticos -lactámicos 
Los antibióticos β-lactámicos son agentes bactericidas que producen su efecto a 
través de la inhibición de la síntesis de la pared bacteriana y la inducción de la autolisis. 
La pared bacteriana es una estructura tridimensional compuesta principalmente por 
peptidoglicano, que envuelve a las bacterias, excepto los micoplasmas; por fuera de la 
membrana citoplasmática. 
El esqueleto del peptidoglicano está constituido por largas cadenas de glúcidos, 
formadas por la repetición de moléculas de ácido N-acetilmurámico y N-
acetilglucosamina. A su vez, el ácido murámico está sustituido por cadenas de 
tetrapéptidos que se unen entre sí y forman una malla. La composición química del 
peptidoglicano es similar en la mayoría de los procariotas, diferenciándose en la 
composición de aminoácidos de los tetrapéptidos y en los enlaces entre las distintas 
cadenas tetrapeptídicas [52]. 
La primera etapa de la síntesis del peptidoglicano ocurre en el citoplasma. Es allí 
donde de manera secuencial se añaden 5 aminoácidos al UDP-ácido N-acetilmurámico 
que luego es transferido a un lípido isoprenoide (bactoprenol) que se encuentra en la 
membrana y que actúa como un transportador. Posteriormente se agrega un resto de 
N-acetilglucosamina y atraviesan la membrana hasta llegar a la cara externa, donde se 
polimeriza mediante enlaces glicosídicos β 1-4. La última fase de la síntesis de la pared 
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bacteriana consiste en la formación de los tetrapéptidos a partir de los pentapéptidos 
y su posterior entrecruzamiento. Para ello, intervienen enzimas que se localizan en la 
membrana citoplasmática y están orientadas hacia el espacio periplásmico, llamadas 
de forma genérica transpeptidasas (Figuras 4 y 5)[49, 52]. 
 
 
Figura 4: Etapas de formación de la pared celular. Imagen extraída de Suarez et al, 2009 [49] 
 
 
Figura 5: Síntesis del peptidoglicano. NAM representa al ácido N-acetilmurámico y NAG a N-
acetilglucosamina. Asimismo, se muestra la inhibición por distintos compuestos 
antimicrobianos como la bacitracina, la cicloserina y la vancomicina. Los números representan 
el orden en el cual ocurre la síntesis. Imagen extraída de Prescott, et al. 2004 [52]. 
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El anillo β-lactámico presenta similitud estructural con la región del pentapéptido al 
cual se unen las transpeptidasas, por lo que es capaz de unirse a ellas de forma 
covalente e impedir así la formación de la pared celular. De esta forma estarían 
actuando como análogos del sustrato de la transpeptidación normal. Es por esto que 
estas enzimas se llaman también PBP ó PLP (“penicillin binding protein” o “proteínas 
ligadoras de penicilina”). Sin la pared, la bacteria es susceptible a la lisis debido a la 
presión osmótica interna. Por lo antes expuesto, estos antimicrobianos solo actúan 
sobre microorganismos que se encuentran en fase de crecimiento ya que éste es el 
momento en que se sintetiza la pared celular. Si se impide el crecimiento de los 
microorganismos por el agregado de un agente bacteriostático o por falta de algún 
nutriente, los β-lactámicos no son capaces de ejercer su acción bactericida. 
Los β-lactámicos también actúan activando autolisinas bacterianas endógenas que 
destruyen el peptidoglicano. Éstas son enzimas finamente reguladas que en 
condiciones normales de crecimiento participan en la renovación de la pared celular. 
En la figura 6 se esquematiza el mecanismo de acción de los antibióticos β-lactámicos. 
 
Figura 6: Mecanismo de acción de los β-lactámicos. Imagen extraída de Suarez et al 2009 [49]. 
 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
28 
 
Mecanismos de resistencia a los antibióticos -lactámicos 
Las bacterias gram negativas han desarrollado distintos mecanismos de resistencia 
que les permiten eludir la acción letal de los antibióticos -lactámicos. La resistencia 
adquirida a estas drogas resulta de distintos mecanismos y de la presencia conjunta de 
los mismos, siendo la importancia relativa de cada mecanismo variable en los distintos 
grupos de microorganismos. Estos mecanismos incluyen la disminución en la 
concentración de la droga en el sitio blanco y los mecanismos de resistencia 
enzimáticos. El primero de ellos involucra la disminución en la captación de la droga, 
debida a mutaciones en las porinas de la membrana externa, o la extrusión del 
antibiótico por bombas de eflujo. El segundo se debe a la producción de enzimas con 
capacidad de hidrolizar -lactámicos, denominadas en conjunto -lactamasas. 
Disminución en la concentración activa del antibiótico en el sitio 
blanco 
a) Déficit en la expresión de porinas 
Las porinas son proteínas de membrana externa (OMP: outer membrane proteins) 
que actúan como canales de transporte de diferentes moléculas hidrofílicas de bajo 
peso molecular. Se encuentran embebidos en la membrana externa de las bacterias 
gram negativas y pueden ser clasificadas en generales, específicas o sustrato-
especificas, dependiendo de su selectividad por las diferentes moléculas [53]. 
Asimismo, la difusión a través de estos canales depende de múltiples factores entre los 
que se encuentra el tamaño, la forma, la carga, así como también el gradiente que se 
genere de la molécula a ambos lados de la proteína.  
Las porinas permiten el paso de los antibióticos hidrofílicos al espacio periplásmico, 
entre los que se encuentran los β-lactámicos. Las mutaciones en estas proteínas 
podrían producir un cambio en su conformación y no permitir el paso de estos 
agentes, generando resistencia a dichos antibióticos.  
Las porinas más estudiadas corresponden a P. aeruginosa. En esta especie, los 
carbapenemes utilizan una porina específica llamada OprD para su ingreso a la célula 
[53]. La pérdida de OprD constituye un mecanismo de resistencia a carbapenemes 
ampliamente descripto y se asocia con resistencia a imipenem y sensibilidad 
disminuida a meropenem. El meropenem es menos dependiente que el imipenem del 
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paso por esta porina y esto puede deberse a que este último es más hidrofóbico y 
podría ingresar por otras vías [54]. 
b) Expresión de sistemas de eflujo 
Las bombas de eflujo son transportadores de membrana involucrados 
generalmente en la expulsión de sustancias tóxicas desde el interior de las células 
hacia el medio externo. Las bombas de eflujo pueden ser específicas para un sustrato, 
o bien pueden transportar una amplia variedad de compuestos químicamente 
diferentes, incluyendo distintos tipos de antimicrobianos de uso clínico, y de esta 
forma pueden estar asociadas con múltiple resistencia antimicrobiana. Los sistemas de 
eflujo están agrupados en familias basadas en la homología de las secuencias 
aminoacídicas de las proteínas transportadoras, las similitudes en el tamaño y las 
estructuras secundarias. 
Filogenéticamente, las bombas de eflujo pertenecen a cinco superfamilias: (1) ABC 
(ATP Binding Cassette), (2) MFS (Major Facilitator Superfamily), (3) MATE (Multidrug 
And Toxic-compound Extrusión), (4) SMR (Small Multidrug Resistance) y (5) RND 
(Resistance Nodulation Division). La primera, ABC, está conformada por 
transportadores activos primarios ya que su actividad depende de la captación e 
hidrólisis de ATP, mientras que las otras son transportadores secundarios debido a que 
su actividad se lleva a cabo por gradiente de protones [55] (Figura 7). 
La resistencia intrínseca o natural a los antimicrobianos en muchas bacterias 
depende de la expresión inducible o constitutiva de los sistemas de eflujo activos [55, 
56]. Por sí mismos, los sistemas de eflujo confieren bajos a moderados niveles de 
resistencia, sin embargo si se presentan en combinación con otros mecanismos 
pueden contribuir no solo a elevados niveles de resistencia, sino también a un mayor 
espectro de acción, ocasionando el consiguiente fracaso terapéutico. 
La resistencia por bombas de eflujo puede ser diseminada entre especies 
diferentes, ya que los elementos genéticos que codifican para la expresión de las 
bombas pueden hallarse presentes en plásmidos, o en transposones, conjugativos o 
transformables, localizados en plásmidos así como también en el ADN cromosómico 
[55, 56]. 
 
 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
30 
 
Figura 7: Representación esquemática de los diferentes tipos de transportadores. (A) 
transportador simple que cataliza el eflujo a través de la membrana citoplasmática (MC) en 
bacterias gram positivas, obteniendo la energía por gradiente de protones (MFS-SMR) o por 
hidrólisis de ATP (ABC). (B) Transportador simple en bacterias gram negativas que excretan los 
sustratos hacia el espacio periplásmico (MFS-SMR). (C) Transportador tipo RND en bacterias 
gram negativas, energizado por gradiente de protones y estructura tripartita con canales de 
membrana externa (canal ME) y proteína de fusión periplásmica. (D) Transportadores tipo MFS 
en bacterias gram negativas. (E) Transportador tipo ABC energizado por la hidrólisis de ATP, en 
bacterias gram negativas. Imagen tomada de Marcetti et al 2011 [57]. 
 
Una amplia variedad de bombas de eflujo son capaces de conferir resistencia a las 
bacterias gram negativas no fermentadoras. Por ejemplo, en P. aeruginosa se han 
descripto múltiples sistemas de eflujo que son capaces de contribuir a la resistencia a 
variados antibióticos, incluyendo a los carbapenemes y fluoroquinolonas, siendo los 
más estudiados los de tipo Mex [58]. Sin embargo, en P. putida, a pesar que se ha 
confirmado la presencia de varios sistemas de eflujo, su participación en la expulsión 
de antibióticos no ha sido estudiada en profundidad. En 2001, Kieboom et al. 
describieron una bomba de eflujo de tipo RND, denominada ArpABC, que estaría 
implicada en la resistencia a antibióticos en P. putida [59]. Esta bomba sería capaz de 
expulsar tetraciclina, cloranfenicol, carbenicilina, estreptomicina, eritromicina y 
novobiocina, sin embargo se desconoce si es capaz de exportar carbapenemes.  
Con respecto a A. xylosoxidans, se ha detectado la presencia de sistemas de eflujo 
de tipo RND. Este sistema está conformado por un operón de tres marcos de lectura 
abiertos (ORF) que codifican una proteína de fusión de membrana (AxyA), una proteína 
de transporte RND (AxyB) y una proteína de membrana externa (AxyM). AxyABM 
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comparte algunas propiedades con MexAB-OprM de P. aeruginosa. Corriente arriba y 
en una orientación invertida existe un ORF que codifica para un regulador 
transcripcional de la familia LysR (AxyR), el cual no presenta homología con MexR. Los 
antibióticos comúnmente utilizados para el tratamiento de las infecciones pulmonares 
en pacientes con fibrosis quística, como ceftazidima y ciprofloxacina, son sustratos de 
este tipo de bombas de eflujo. Al igual que MexAB-OprM en P. aeruginosa, AxyABM es 
capaz de expulsar β-lactámicos con excepción del imipenem, fluoroquinolonas y 
cloranfenicol. A diferencia de MexAB-OprM, no es capaz de exportar aminoglucósidos, 
cefepime ni meropenem [60]. En 2015, a través de la secuenciación completa del 
genoma de A. xylosoxidans, se predijeron alrededor de 38 genes relacionados con 
sistemas de eflujo, de los cuales 17 pudieron ser asignados a las 5 diferentes familias: 3 
MFS, 3 MATE, 1 SMR, 1 ABC y 9 RND [61]. A pesar que se detectaron dichos genes, no 
se ha comprobado la funcionalidad de dichas bombas. 
 
Producción de  - lactamasas 
La inactivación enzimática de los β-lactámicos mediada por la producción de β-
lactamasas constituye el principal mecanismo de resistencia a estos antibióticos en 
bacilos gram negativos. Estos bacilos producen β-lactamasas solubles que se 
encuentran concentradas casi exclusivamente en el periplasma, por lo cual no se 
requiere una producción masiva de la proteína ni una elevada eficiencia hidrolítica 
sobre el β-lactámico [62]. Los genes que codifican para la producción de estas enzimas 
pueden estar localizados en el cromosoma bacteriano o en plásmidos. Muchas de las 
β-lactamasas de origen cromosómico son ubicuas en diferentes especies bacterianas, 
mientras que aquellas de origen plasmídico son transferidas entre diferentes especies. 
La movilidad genética puede darse también por medio de transposones, los cuales 
movilizan los genes codificantes de las β-lactamasas entre plásmidos y cromosoma. La 
capacidad de los genes de resistencia de ser transferidos es un hecho de suma 
relevancia epidemiológica ya que permite su diseminación entre diversas comunidades 
bacterianas. 
Las β-lactamasas son proteínas globulares que presentan una masa 100 veces 
superior a su sustrato. Éstas pueden clasificarse en dos grandes grupos, serino β-
lactamasas y metalo-β-lactamasas (MBLs). Las primeras deben su nombre a la 
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presencia de un residuo de serina en el sitio activo. Inicialmente el grupo amino de la 
serina se asocia con el grupo carbonilo del sustrato originando un complejo no 
covalente acilpenicilina (acilación). Luego el anillo β-lactámico es atacado por el grupo 
hidroxilo de la serina 70 formando un éster. Finalmente, la liberación del antibiótico 
(deacilación) y la restauración de la actividad enzimática se producen debido a la 
presencia de una molécula de agua en el sitio activo. Las MBLs no presentan similitud 
estructural con las serino enzimas y requieren un metal bivalente como el Zn2+ en su 
sitio activo; la cantidad de iones Zn2+ que se requieren puede variar [63].  
Existen distintos sistemas de clasificación de las β-lactamasas, siendo los más 
utilizados el de Ambler [64] y el de Bush-Jacoby-Medeiros [65, 66]. La clasificación de 
Ambler distingue cuatro clases de β-lactamasas en función de sus secuencias 
aminoacídicas. Las de clases A, C y D son serino β-lactamasas mientras que las de clase 
B son MBLs. Por su parte, el esquema de Bush-Jacoby-Medeiros clasifica a las β-
lactamasas en función de su perfil de hidrólisis de sustratos y de su susceptibilidad a 
distintos inhibidores. Esta clasificación fue inicialmente presentada en 1989 [67, 68], 
modificada posteriormente en 1995 [66], y la última actualización de este esquema de 
clasificación se reportó en el 2010 [65]. Los grupos 1 y 2 comprenden a las serino 
enzimas, mientras que las metalo enzimas se encuentran en el grupo 3. A su vez, la 
mayoría de las enzimas del grupo 1 son de codificación cromosómica, mientras que los 
genes codificantes de las del grupo 2 se encuentran, en general, localizados en 
plásmidos [65] (Tabla1). 
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Tabla 1: Clasificación de β-lactamasas. Extraído de Bush et al. 2010 [65] 
 
Clasificación 
de Bush-
Jacoby (2010) 
Clasificación de 
Bush-Jacoby-
Medeiros 
(1995) 
Clase 
Molecular 
(subclase) 
Sustrato Distintivo 
Inhibida por 
CLA o TAZ   EDTA 
Enzimas representativas  
1 1 C Cefalosporinas No No 
E. coli AmpC, P99, ACT-1, 
CMY-2, FOX-1, MIR-1 
1e No incluida C Cefalosporinas No No GC1, CMY-37 
2ª 2a A Penicilinas Si No PC1 
2b 2b A 
Penicilinas, 
cefalosporinas 
Si No TEM-1, TEM-2, SHV-1 
2be 2be A 
Cefalosporinas de 
espectro extendido, 
monobactams 
Si No 
TEM-3, SHV-2, CTX-M-15, 
PER-1, VEB-1 
2br 2br A Penicilinas No No TEM-30, SHV-10 
2ber No incluida A 
Cefalosporinas de 
espectro extendido, 
monobactams 
No No TEM-50 
2c 2c A Carbenicilina Si No PSE-1, CARB-3 
2ce No incluida A Carbenicilina, cefepime Si No RTG-4 
2d 2d D Cloxacilina Variable No OXA-1, OXA-10 
2de No incluida D 
Cefalosporinas de 
espectro extendido 
Variable No OXA-11, OXA-15 
2df No incluida D Carbapenemes Variable No OXA-23, OXA-48 
2e 2e A 
Cefalosporinas de 
espectro extendido 
Si No CepA 
2f 2f A Carbapenemes Variable No KPC-2, IMI-1, SME-1 
3ª 3 B (B1) Carbapenemes No Si IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1 
  
B (B3) 
   
L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1 
3b 3 B (B2) Carbapenemes No Si CphA, Sfh-1 
No incluida 4 
No 
determinada 
Penicilinas No 
No se 
conoce  
 
 
Ninguno de los sistemas de clasificación provee una descripción no ambigua para la 
gran variedad de enzimas descriptas. Por tal motivo, más recientemente, en 2013, K. 
Bush revisó la clasificación de las β-lactamasas contemplando otros criterios, entre los 
que se encuentran los parámetros cinéticos como kcat, para comparar las eficiencias de 
hidrólisis de las enzimas, y la IC50, para comparar la sensibilidad a inhibidores [69]. En 
la figura 8 se esquematiza el diagrama de flujo de las actividades propuestas por dicha 
autora para lograr una correcta clasificación de las enzimas. 
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Figura 8: Diagrama de flujo para clasificar β-lactamasas, sugerido por Bush 2013 [69] 
 
 
-lactamasas de tipo AmpC 
Las enzimas de tipo AmpC son serino β-lactamasas cuyos genes codificantes se 
encuentran localizados en el cromosoma de muchas enterobacterias y en BGNNF 
como P. aeruginosa y A. baumannii. En general, son capaces de conferir resistencia a 
cefalotina, cefazolina, cefoxitina y a la mayoría de las penicilinas y no son inhibidas por 
ácido clavulánico, sulbactam ni tazobactam [70]. 
En algunas bacterias, la expresión de estas enzimas es inducible pudiendo alcanzar 
altos niveles de producción enzimática capaces de conferir resistencia a cefalosporinas 
de tercera generación como cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona. La expresión de las 
enzimas de tipo AmpC puede ser también de tipo constitutiva, en niveles basales, 
medios o hiperproductoras (también denominadas mutantes derreprimidas) [71].  
Las bacterias que expresan enzimas de tipo AmpC de manera inducible, tienen un 
sistema regulador de la expresión el cual está íntimamente relacionado con el reciclaje 
del peptidoglicano [72]. Este proceso ha sido ampliamente estudiado en Escherichia 
coli y comienza con la entrada al citoplasma bacteriano de los productos de reciclaje 
de la pared bacteriana 1,6 anhidromuropéptidos (1,6 amp), a través de una permeasa 
transmembrana denominada AmpG (codificada por ampG). Estos productos son 
capaces de actuar como promotores o inductores del activador transcripcional AmpR 
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(codificado por ampR), el cual induce la expresión de ampC, incrementando la 
producción de AmpC. El clivaje de 1,6 amp mediado por una amidasa citoplasmática 
denominada AmpD (codificada por ampD), da lugar a la formación de ácido 1,6 
anhidromurámico y péptidos, los cuales son procesados hasta tripéptidos. Estos 
últimos son reutilizados para la síntesis del precursor de la pared celular UDP-N-
acetilmuramilpentapéptido (NAMp). El NAMp se une con el activador transcripcional 
AmpR, bloqueándolo y reprimiendo así la transcripción de ampC. Otro gen involucrado 
es el ampE, el cual junto con ampD forman el operón ampDE. El gen ampE codifica 
para una proteína de membrana la cual se cree que actúa como molécula sensora 
requerida para la inducción [73]. Los β-lactámicos resultan buenos inductores de la 
producción de AmpC ya que dan lugar a un incremento en la concentración 
citoplasmática de los productos de degradación de peptidoglicano (1,6 amp).  
La hiperproducción constitutiva de AmpC, ocurre en la mayoría de los casos, por 
mutaciones en ampD que conllevan a la derrepresión de ampC. La pérdida de la 
amidasa AmpD da lugar a la acumulación de 1,6 anhidromuropéptidos que genera una 
expresión constante de altos niveles de AmpC, por unión a AmpR [74]. 
En 1982, Levesque et al. reportaron en Achromobacter una enzima plasmídica con 
actividad cefalosporinasa, con un perfil de hidrólisis similar al de las enzimas de tipo 
AmpC [75]. También, se ha detectado por análisis in silico la presencia de genes 
codificantes de enzimas de tipo AmpC en el cromosoma de Achromobacter spp., si 
bien las enzimas nunca han sido caracterizadas. [76, 77]. 
 
-lactamasas con capacidad de hidrolizar carbapenemes: 
carbapenemasas 
La introducción de los carbapenemes en la terapia antibiótica a partir de los años 
80, sin lugar a dudas, constituyó una promisoria opción terapéutica para las 
infecciones graves producidas por bacterias que presentaban múltiples resistencias. 
Sin embargo, la amplia utilización de los mismos dio lugar a la emergencia temprana 
de cepas de P. aeruginosa y A. baumannii, y posteriormente de miembros de la familia 
Enterobacteriaceae, que presentaban resistencia. Asimismo, el extenso uso de estas 
drogas contribuyó al incremento en la frecuencia de infecciones producidas por 
BGNNF con resistencia intrínseca como S. maltophilia [78]. Más recientemente, se ha 
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reportado la emergencia de BGNNF menos frecuentes, entre los cuales se encuentra 
Achromobacter spp, P. putida y Sphingobacterium spp. con resistencia adquirida a 
carbapenemes cuyos mecanismos de resistencia no han sido completamente 
elucidados [79-81]. 
Las carbapenemasas se definen como -lactamasas con capacidad de hidrolizar, al 
menos parcialmente, carbapenemes además de penicilinas y cefalosporinas. Tal como 
se mencionó previamente, según la clasificación molecular de Ambler, se distinguen 
carbapenemasas de Clase A, B, C y D [64]. Existen distintos tipos de enzimas de clase A: 
SME, NMC, IMI, KPC, GES, SFC-1 y SHV-38, las cuales presentan de 30 a 70% de 
identidad en su secuencia de aminoácidos entre los diferentes grupos. Estas enzimas 
son monoméricas y pertenecen principalmente al grupo 2f de Bush-Jacoby-Medeiros 
[82]. El perfil de sustratos de estas enzimas incluye penicilinas, cefalosporinas, 
aztreonam y carbapenemes, y en general son inhibidas por ácido clavulánico [83]. 
NMC-A fue la primer carbapenemasa de clase A descripta, identificada en un 
aislamiento clínico de Enterobacter cloacae en el año 1993, en Francia [84]. Esta 
enzima es capaz de hidrolizar amino y carboxipenicilinas, cefalotina, imipenem y 
aztreonam, pero no a las oxyimino cefalosporinas. El gen codificante se encuentra 
localizado en el cromosoma bacteriano, su expresión es inducible y está regulada por 
una proteína LysR-type [85]. El regulador NmcR genera un aumento en la producción 
de la enzima en presencia de imipenem y cefoxitina. A su vez, puede ocurrir una 
hiperproducción a nivel constitutivo de NMC-A asociada a mutaciones en el gen 
regulador nmcR o en el gen codificante de una amidasa (ampD) [86]. 
Otro tipo de carbapenemasa de clase A de codificación cromosómica es SME 
(Serratia marcescens enzime). Dentro de este grupo se reportaron hasta el momento 3 
variantes enzimáticas: SME-1, SME-2 y SME-3. SME-1 fue identificada por primera vez 
en Serratia marcescens, en 1982, incluso antes de la utilización clínica de los 
carbapenemes [87]. Esta enzima tiene el mismo perfil de hidrólisis que NMC-A, su 
expresión es regulada por la misma proteína LysR-Type y la identidad entre ambas es 
del 68% en la secuencia de aminoácidos. 
IMI (imipenemasa) constituye otro tipo de enzima de clase A, también codificada a 
nivel cromosómico. IMI-1 fue identificada en E. cloacae en 1984 y comparte un 95% de 
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homología con NMC-A, manteniendo el mismo perfil de hidrólisis y las mismas 
características de expresión [88].  
SFC-1 y SHV-38 son carbapenemasas de clase A de codificación cromosómica 
identificadas en un aislamiento ambiental de S. fonticola y un aislamiento clínico de K. 
pneumoniae, respectivamente [89, 90]. El gen codificante de SFC-1 no se encuentra 
presente en otros miembros de la especie y puede haber sido adquirido mediante 
transferencia horizontal de genes. Por su parte, SHV-38 es una variante de SHV-1 que 
presenta una sustitución aminoacídica responsable de incluir en su espectro de 
hidrólisis a la ceftazidima y al imipenem [89]. 
Un mayor impacto clínico presentan las carbapenemasas de clase A de codificación 
plasmídica, entre ellas las enzimas de tipo GES (Guiana extended Spectrum) y KPC (K. 
pneumoniae carbapenemase). Dentro de las enzimas de tipo GES se han descripto 
variantes que presentan una débil actividad hidrolítica sobre carbapenemes, entre las 
que podemos nombrar GES-2, GES-4, GES-5, GES-6 y GES-11. GES-2 resulta la enzima 
más prevalente de este grupo y su perfil de hidrólisis incluye a las cefalosporinas de 
espectro extendido e imipenem y es débilmente inhibida por ácido clavulánico. Fue 
inicialmente identificada en Sudáfrica, en un aislamiento de P. aeruginosa [91] y la 
mayoría de los reportes de GES-2 refieren a esta especie. GES-4, GES-5 y GES-6 se 
reportaron en enterobacterias [92] y GES-11 de aislamientos de Acinetobacter spp. 
[93]. 
KPC-1/2 fue descripta por primera vez en Klebsiella pneumoniae en Carolina del 
Norte a fines de la década de los ´90s y subsecuentemente ha ganado gran notoriedad 
en todo el mundo, constituyendo hoy en día una enzima pandémica [94-97]. 
Actualmente se han descripto 22 variantes de esta enzima (lahey.org). Su perfil de 
hidrólisis incluye penicilinas, primera y segunda generación de cefalosporinas, 
aztreonam y carbapenemes, otorgando un elevado nivel de resistencia a los mismos 
debido a su eficiente capacidad hidrolítica [98]. Estas enzimas solo se inhiben 
parcialmente por ácido clavulánico, mientras que el ácido borónico resulta un buen 
inhibidor. Se han reportado prácticamente en todo el mundo; principalmente en 
enterobacterias y en menor medida en BGNNF [99]. La amplia diseminación de este 
marcador de resistencia se debe a la localización del gen codificante en un transposón 
que a su vez se localiza en plásmidos conjugativos [100-102]. Asimismo, se destaca la 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
38 
 
expansión de un clon dominante (ST 258) responsable de la diseminación mundial de 
K. pneumoniae productora de KPC-2. En Argentina a partir del año 2010 se observó un 
aumento importante en la frecuencia de aislamientos de este clon, estableciéndose 
como endémico en nuestra región [103].  
Son infrecuentes los reportes de enzimas de clase molecular C con perfil de 
carbapenemasas. Se han descripto mutantes de enzimas de tipo AmpC denominadas 
ESACs (Extended-Spectrum AmpC) algunas de las cuales presentan una débil actividad 
hidrolítica de imipenem que puede contribuir a la resistencia, como por ejemplo en P. 
aeruginosa [104]. 
Las carbapenemasas de clase D se agrupaban inicialmente en cuatro linajes 
diferentes: tipo OXA-23, tipo OXA-24, tipo OXA-51 y tipo OXA-58, que principalmente, 
aunque no de forma exclusiva, habían sido detectadas en especies del género 
Acinetobacter [41, 105]. Sin embargo, cada vez son más las enzimas tipo OXA con 
actividad carbapenemasa que se reportan en el mundo [83]. En general, estas enzimas 
presentan una baja eficiencia de hidrólisis de carbapenemes, resultando la actividad 
frente a imipenem mayor que frente a meropenem. Su capacidad de conferir 
resistencia a carbapenemes es reconocible en aquellos microorganismos productores 
en los cuales existe de manera conjunta un déficit en la permeabilidad. Este es tal vez 
el motivo por el cual las enzimas de tipo OXA son capaces de conferir resistencia a 
carbapenemes en Acinetobacter spp., pero no en otras especies. A. baumannii expresa 
en forma constitutiva la enzima OXA-51, la cual es considerada marcador de especie. 
En niveles normales de expresión no es capaz de conferir resistencia a los 
carbapenemes sin embargo, la adquisición de una secuencia de inserción corriente 
arriba del gen incrementa los niveles de expresión, lo cual determina la resistencia a 
imipenem [106].  
Las carbapenemasas de clase B o MBLs son capaces de hidrolizar un amplio 
espectro de -lactámicos, incluyendo penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes, a 
excepción de los monobactams (aztreonam) [107, 108]. A diferencia de las enzimas de 
clase A, no resultan inhibidas por los inhibidores terapéuticos de -lactamasas (ácido 
clavulánico-sulbactam-tazobactam), pero si lo hacen en presencia de agentes 
quelantes de iones, como el EDTA [109]. La mayoría de los genes codificantes se 
encuentran en integrones (principalmente de clase 1), que a su vez pueden 
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encontrarse tanto a nivel cromosómico como plasmídico y/o formando parte de 
transposones, por lo cual se ve favorecida la diseminación horizontal de los mismos 
[83]. Las β-lactamasas de clase B se pueden clasificar en tres subclases (B1, B2 y B3) en 
base a las secuencias de aminoácidos [110]. Dentro de la subclase B1 se encuentran las 
enzimas de clase B adquiridas de mayor relevancia clínica como las de tipo IMP, VIM, 
SPM-1, entre otras. Las enzimas de la subclase B2 se encuentran representadas 
principalmente dentro del género Aeromonas, como por ejemplo CphA (A. hydrophila) 
[111], ImiS (A. veronii) [112] y Sfh-I en S. fonticola [113]. Dentro de la subclase B3 
encontramos enzimas más heterogéneas y en general de codificación cromosómica, 
reportadas en aislamientos ambientales.  
La primera carbapenemasa de clase B identificada fue IMP-1, en un aislamiento de 
S. marcescens en Japón, en 1991 [114]. A partir de entonces, se han identificado 
numerosas enzimas de tipo IMP en todo el mundo. Actualmente existen 53 variantes 
depositadas en base de datos (lahey.org). 
VIM-1 fue caracterizada por primera vez en un aislamiento de P. aeruginosa en el 
año 1977, en Italia [115]. Existen actualmente 46 variantes descriptas (lahey.org). Estas 
enzimas junto con las de tipo IMP son las de mayor prevalencia a nivel mundial y 
también las más frecuentemente encontradas en aislamientos de P. aeruginosa 
productores de carbapenemasas en Argentina [116-118]. 
 
Situación epidemiológica y la resistencia a carbapenemes en 
aislamientos de Achromobacter spp., Pseudomonas putida y 
Sphingobacterium spp: 
En un estudio realizado en nuestro país, durante el período 1994-2002, se 
recuperaron sucesivamente un total de 529 BGNNF a partir de especímenes clínicos de 
pacientes atendidos en el Hospital de Clínicas de la Universidad de Buenos Aires. 
Excluidos P. aeruginosa y Acinetobacter spp., la frecuencia de otros BGNNF fue: S. 
maltophilia 125 aislamientos (24%), complejo Burkholderia cepacia 56 aislamientos 
(10,5%), A. xylosoxidans 35 aislamientos (6,6%), P. putida 35 aislamientos (6,6%), 
Chryseobacterium gleum-indologenes 19 aislamientos (3,6%), entre otros [41]. 
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Las tasas de prevalencia de A. xylosoxidans han aumentado en los últimos años y 
esto puede deberse, en parte, al aumento en la sobrevida en los pacientes 
fibroquísticos, a las mejoras en las técnicas de identificación y al uso extensivo de 
cefotaxima y de fluoroquinolonas (antibióticos que no son activos sobre 
Achromobacter spp.), convirtiendo a A. xylosoxidans en un patógeno emergente [119, 
120]. La resistencia a carbapenemes en A. xylosoxidans resulta infrecuente. Algunos 
autores sugieren que la resistencia observada en ciertos aislamientos podría deberse a 
la presencia de una secuencia de inserción localizada corriente arriba del gen 
codificante de la -lactamasa OXA-114, la cual podría contribuir a una mayor expresión 
de dicha enzima [37, 38]. Sin embargo, este mecanismo no ha sido demostrado hasta 
el momento. En esta especie han sido descriptas diversas enzimas de origen 
plasmídico, entre ellas, β-lactamasas de espectro ampliado inhibibles por ácido 
clavulánico y por sulbactam, y β-lactamasas de espectro extendido inhibibles por ácido 
clavulánico, como VEB-1 [121]. Asimismo han sido reportadas carbapenemasas de 
clase molecular B, como IMP-1, IMP-10, VIM-1 y VIM-2, y TBM-1 [122-125]. En nuestro 
medio, si bien de manera poco frecuente, se han recuperado aislamientos clínicos del 
género Achromobacter que si bien conservan la sensibilidad a los carbapenemes, los 
valores de CIM para imipenem y meropenem son 4 µg/ml y 2 µg/ml respectivamente; 
mayores a los observados en las cepas completamente sensibles a estos agentes. Más 
recientemente han emergido aislamientos con alto nivel de resistencia a 
carbapenemes procedentes de materiales respiratorios de pacientes con fibrosis 
quística. Tanto los mecanismos responsables de esta disminución en la sensibilidad 
como los responsables de la franca resistencia a carbapenemes no han sido aún 
esclarecidos. 
Los aislamientos de P. putida que se recuperan en nuestro medio provienen, 
principalmente, de pacientes inmunocomprometidos, pacientes neutropénicos y 
aquellos que padecen cáncer [1]. La aparición de aislamientos de P. putida resistentes 
a múltiples antimicrobianos, en especial a los carbapenemes, lo ha convertido en un 
motivo de estudio tanto en la Argentina como en el resto del mundo [41, 81, 126]. P. 
putida resulta en general sensible a carbapenemes, fluoroquinolonas y 
aminoglucósidos [127]. Sin embargo, se ha reconocido la emergencia de MBLs en esta 
especie en diversas partes del mundo. Incluso en aislamientos locales se ha reportado 
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la presencia de enzimas de tipo VIM [41]. El déficit en la expresión de la proteína oprD 
y la sobreexpresión de las bombas de eflujo que contribuyen a la resistencia a 
carbapenemes han sido caracterizados en P. aeruginosa [128], sin embargo la 
participación de estos mecanismos no ha sido analizada en aislamientos de P. putida, 
en especial aquellos que presentan resistencia disociada a carbapenemes [129]. 
Las infecciones causadas por aislamientos multirresistentes de Sphingobacterium 
spp. pueden resultar fatales. La resistencia simultánea a imipenem y meropenem en 
esfingobacterias ha sido asociada a la producción de MBLs, sin embargo en la literatura 
no se ha evaluado previamente el mecanismo responsable del comportamiento 
disociado frente a ambos carbapenemes [79]. En estudios previos hemos observado 
resistencia disociada (resistencia a imipenem y sensibilidad a meropenem) en 
aislamientos de Sphingobacterium spp. recuperados de muestras clínicas en nuestro 
medio, cuyos mecanismos no han sido completamente elucidados. 
 
Reconstrucción filogenética 
El paradigma actual del proceso evolutivo asume que el resultado de dicho proceso, 
en ausencia de recombinación o transferencia horizontal de genes, puede ser 
representado por un gráfico en forma de árbol dicotómico, en el que cada nodo 
ancestral se divide en dos nodos descendientes. La reconstrucción filogenética 
(representada en forma de árbol) sigue esta premisa para tratar de generar una 
hipótesis de cómo se agrupan las secuencias estudiadas [130].  
El primer paso para realizar la reconstrucción filogenética es el alineamiento de las 
secuencias que se quieren comparar, el cual es utilizado como información para 
generar árboles aplicando diversos métodos. Los árboles resultantes son sometidos 
posteriormente a diferentes pruebas estadísticas que evalúan cuáles de ellos resultan 
más confiables [131].  
Existen varias maneras de realizar la reconstrucción filogenética: Distancia, 
Parsimonia, Máxima Verosimilitud y Métodos Bayesianos. La metodología de Distancia 
intenta inferir un único árbol a partir de la comparación entre las secuencias aplicando 
un algoritmo en el cual las mismas son comparadas de a pares para producir una 
matriz [132]. Luego, un programa de agrupamiento como el Neighbor Joining [133] 
reduce la matriz y la transforma en grupos, calculando las distancias del resto de las 
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secuencias con cada grupo formado. Subsecuentemente cada grupo se va anexando al 
árbol en construcción hasta que todas las secuencias estén conectadas. Este método 
es rápido aún cuando se incluyan en el análisis muchas secuencias, pero no permite 
estimar los estados ancestrales ni permite la comparación entre distintos árboles.  
Por otro lado, el criterio de Máxima Verosimilitud busca el árbol que tiene la mayor 
probabilidad de representar el alineamiento [134]. Para ello, se emplea un modelo de 
sustitución de nucleótidos y se determinan parámetros, como la proporción de sitios 
que permanecen constantes. El proceso da, por lo general, un único árbol. Al utilizar 
este método se pueden evaluar distintas variantes de modelos y seleccionar la que 
resulte más adecuada [135]. Este método es más lento que el descripto con 
anterioridad pero permite evaluar distintas opciones de árboles y poder compararlas 
en forma estadística. 
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Objetivos generales 
 
El objetivo general del presente trabajo de tesis es contribuir a la caracterización de 
bacilos gram negativos no fermentadores infrecuentes como Achromobacter spp., 
Pseudomonas putida y Sphingobacterium spp., incluyendo el abordaje de 
metodologías que faciliten la identificación certera de estos patógenos infrecuentes y 
el análisis de los mecanismos responsables de la resistencia o sensibilidad disminuida a 
drogas de importancia clínica.  
La correcta identificación de estos microorganismos permitirá inferir acerca de su 
relevancia clínica en distintas patologías. Para ello se pretenden evaluar distintas 
técnicas genotípicas que contribuyan a la identificación inequívoca de estos patógenos. 
Por su parte, el conocimiento de los mecanismos involucrados en la resistencia 
puede contribuir, desde el laboratorio de microbiología, como una herramienta útil 
para la optimización en el uso de antibióticos, así como también en la implementación 
de medidas tendientes a disminuir la diseminación de los marcadores de resistencia. 
Para ello, se pretende estudiar fenotípica y genotípicamente los distintos mecanismos 
de resistencia a carbapenemes, la contribución de cada uno de ellos y los resultados de 
su presencia conjunta. 
 
Objetivos específicos 
 
1. Identificar en forma inequívoca especies del género Achromobacter. Dado que 
los métodos fenotípicos y genotípicos que se emplean actualmente no resultan 
certeros en la identificación de las especie de este género, se pretende describir y 
evaluar la utilidad de nuevos métodos moleculares que contribuyan a su correcta 
identificación. Se proyecta investigar la presencia de posibles marcadores especie 
específicos.  
 
2. Caracterizar los mecanismos responsables de la resistencia o sensibilidad 
disminuida a antibióticos de uso clínico en aislamientos de Achromobacter spp.  
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a. Investigar la presencia de β-lactamasas con actividad hidrolítica sobre 
carbapenemes, tanto serino-enzimas como metalo-β-lactamasas, en aislamientos 
que presentan resistencia o sensibilidad disminuida a carbapenemes. Caracterizar 
dichas carbapenemasas, determinar la posible presencia de los genes codificantes 
en elementos móviles como plásmidos y transposones, y evaluar la presencia de 
elementos que regulen su expresión.  
b. Caracterizar los parámetros cinéticos de nuevas β-lactamasas presentes en los 
aislamientos en estudio.  
c. Evaluar posibles alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa y la 
presencia de sistemas de eflujo que contribuyan a la resistencia observada en los 
aislamientos en estudio.  
d. Analizar la participación de aislamientos de Achromobacter spp. en brotes 
nosocomiales.  
 
3. Caracterizar los mecanismos responsables de la resistencia a disociada 
carbapenemes en P. putida. Estudiar la presencia de diversos sistemas de eflujo 
capaces de expulsar antibióticos. Se pretende contribuir a la descripción de sistemas 
de eflujo en P. putida y a la caracterización del perfil de sustratos de los mismos, 
determinando su participación en la resistencia a carbapenemes, lo cual aún no ha sido 
reportado en esta especie. 
 
4. Analizar los mecanismos responsables de la resistencia disociada a 
carbapenemes en aislamientos clínicos de Sphingobacterium spp. Evaluar posibles 
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa, determinando su 
participación o no en la resistencia observada. La caracterización de las proteínas de 
membrana externa permitirá definir su rol funcional y su participación en la 
resistencia. 
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CAPITULO 1:  Achromobacter spp. 
1. Aislamientos bacterianos grupo 1 
Se incluyeron 28 aislamientos clínicos recuperados de pacientes fibroquísticos 
atendidos en 4 hospitales de la Ciudad de Buenos Aires, durante los años 2002-2007. 
Los mismos habían sido inicialmente identificados por métodos bioquímicos 
convencionales, en los respectivos centros de salud, como Achromobacter 
xylosoxidans (Tabla 2). 
 
Tabla 2: Procedencia y espécimen clínico del cual fueron recuperados los aislamientos de 
Achromobacter spp. 
 
Aislamientos Procedencia Espécimen clínico 
11 Hospital de Niños R. Gutiérrez Sangre 
22 Hospital de Clínicas José de San Martín Orina 
44 Hospital de Clínicas José de San Martín Sangre 
56 Hospital de Clínicas José de San Martín No informado 
69 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
72 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
77 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
79 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
81 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
82 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
90 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
91 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
92 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
93 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
114 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
126 Hospital de Clínicas José de San Martín Orina 
144 Hospital de Clínicas José de San Martín Hueso 
210 Sanatorio Mater Dei Esputo 
225 Sanatorio Mater Dei Esputo 
247 Hospital de Clínicas José de San Martín Partes Blandas 
281 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
304 CEMIC Sangre 
336 Hospital de Clínicas José de San Martín Sangre 
38 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
39 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
80 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
67 Hospital de Niños R. Gutiérrez Esputo 
319 Hospital de Clínicas José de San Martín Sangre 
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2. Aislamientos bacterianos grupo 2 
Se incluyeron 40 aislamientos clínicos recuperados de pacientes fibroquísticos y no 
fibroquísticos atendidos en 2 centros de salud, Hospital de Niños de La Plata (HNLP) y 
Hospital de Niños de Córdoba (HST), en el período 2001-2012. Los mismos habían sido 
inicialmente identificados por métodos bioquímicos convencionales como se detalla a 
continuación (Tabla 3). 
 
Tabla 3: Procedencia y espécimen clínico del cual fueron recuperados los aislamientos 
 
Aislamientos Procedencia Espécimen clínico  Paciente  Identificación inicial 
A1 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. piechaudii 
A2 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. denitrificans 
A3 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A4 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A5 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A6 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A7 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A8 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A9 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. piechaudii 
A10 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A12 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A13 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A14 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. piechaudii 
A16 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. denitrificans 
A17 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A18 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A20 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A21 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A22 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A23 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A24 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A25 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A26 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. denitrificans 
A27 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A28 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A29 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. piechaudii 
A30 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A31 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A32 HNLP Sangre  No Fibroquísticos  A. xylosoxidans 
A39 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A43 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A45 HNLP esputo  Fibroquístico  Achromobacter spp. 
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A46 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A48 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A49 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A50 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A51 HNLP esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A52 HST esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A53 HST esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
A79 HST esputo  Fibroquístico  A. xylosoxidans 
 
3. Aislamientos bacterianos grupo 3: estudio de brotes 
Estudio 1: 
Se incluyeron 10 aislamientos, previamente identificados como Achromobacter 
spp., procedentes de un centro privado de la Ciudad de Mar del Plata. Siete de ellos 
fueron recuperados de muestras clínicas y 3 fueron aislados de ampollas de 
medicación anestésica (Tabla 4). Se recolectaron dichas muestras con el fin de 
caracterizar los aislamientos para discernir si correspondió a una diseminación clonal 
en dicho centro de salud. 
 
Tabla 4: Procedencia de los aislados de Achromobacter spp. 
 
Aislamientos Procedencia 
3709 Paciente 
6993 Paciente 
7067 Paciente 
7880 Paciente 
9455 Paciente 
12047 Paciente 
12787 Paciente 
6569 Ampolla 
8123 Ampolla 
8831 Ampolla 
 
Estudio 2: 
Se incluyeron 7 aislamientos clínicos, previamente identificados como 
Achromobacter spp., procedentes de un centro privado de la Ciudad de Buenos Aires 
(Tabla 5). Al igual que en el caso anterior, se pretende estudiar si existe o no 
diseminación clonal. 
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Tabla 5: Sitio de infección del cual fueron recuperados los aislados de Achromobacter spp. 
 
Aislamientos Sitio 
399145 Herida quirúrgica 
399189 Herida quirúrgica 
399819 Hematoma 
407704 Hueso 
413638 Partes Blandas 
416491 Partes Blandas 
418101 Hueso 
 
4. Identificación de los microorganismos por pruebas 
bioquímicas 
La identificación fenotípica se realizó mediante pruebas bioquímicas convencionales 
para este tipo de microorganismo, algunas de las cuales se muestran a continuación 
[7]. Se incluyeron todos los aislamientos del grupo 1 y 2, mencionados previamente. En 
el anexo I se detalla la composición de los medios empleados. En todos los casos se 
incluyeron los microorganismos control: A. xylosoxidans ATCC 27061, A. denitrificans 
ATCC 15173, A. piechaudii ATCC 43552 y A. ruhlandii ATCC 15749. 
- Crecimiento en medio de Citrato de Simmons 
Este medio contiene citrato de sodio y fosfato de amonio como fuentes de carbono 
y de nitrógeno, respectivamente, y azul de bromotimol como indicador de pH. Solo las 
bacterias capaces de incorporar y metabolizar el citrato podrán multiplicarse en este 
medio y liberarán iones amonio lo que generará una fuerte alcalinización del medio 
que será evidenciado por un cambio de color del indicador de pH, de verde a azul. 
- Crecimiento en medio conteniendo Malonato 
Se cultiva el microorganismo en un medio que contiene malonato de sodio, lo cual 
evidencia la capacidad de algunas bacterias de utilizarlo como fuente de carbono. 
Aquellos microorganismos que pueden utilizar malonato de sodio simultáneamente 
emplearán sulfato de amonio como fuente de nitrógeno, produciendo hidróxido de 
sodio, el cual ejerce una acción buffer sobre el medio. El aumento de la alcalinidad 
resultante genera que el indicador azul de bromotimol cambie de verde a azul. 
Asimismo, el medio contiene cantidades mínimas de glucosa que permite el desarrollo 
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de organismos que no pueden utilizar malonato. Éstos producen ácido por 
fermentación de la glucosa provocando el viraje del indicador de verde a amarillo. 
- Reducción de nitrato a nitrito/desnitrificación 
Esta prueba permite determinar la capacidad de los microorganismos para reducir 
los nitratos a nitritos ó a gas nitrógeno libre. Para ello, se cultiva el microorganismo en 
un caldo nitratado y se incuba a 37ºC durante 12 a 24 horas. Para evidenciar la 
reducción de nitrato a nitrito se emplea el reactivo de Griess. Es una reacción de 
diazotación, propuesta por Griess, en la cual se agrega el ácido sulfanílico que 
reacciona con los nitritos formando una sal de diazonio y que posteriormente con el 
agregado de α-naftilamina desarrolla un color rosado. La aparición de una coloración 
rosada o roja indica que los nitratos han sido reducidos a nitritos. Si la reacción es 
negativa se añade una muy pequeña cantidad de polvo de Zinc. La aparición de una 
coloración rosada o roja confirma la negatividad de la reacción; en caso de que esto no 
suceda, significa que los nitratos han sido reducidos a N2 gaseoso, es decir se ha 
producido una desnitrificación. 
- Producción de ácidos durante la oxidación/fermentación de: D-arabinosa, L-
arabinosa, Galactosa, Glucosa, Glicerol y Xilosa 
Se cultivan los microorganismos en medio básico de Hugh Leifson, también llamado 
medio OF, suplementado con el azúcar a evaluar. Esta prueba permite determinar el 
metabolismo oxidativo o fermentativo de los carbohidratos. Para ello, se inoculan dos 
tubos por cada azúcar a ensayar, a uno de los tubos se le agrega parafina para generar 
condiciones de anaerobiosis. La producción de ácido se evidencia por el cambio de 
color del indicador púrpura de bromocresol de púrpura a amarillo. Los 
microorganismos fermentadores producen ácido en ambos tubos mientras que los 
oxidadores solo lo producen en el tubo sin parafina.  
- Crecimiento en medio conteniendo acetamida 
Este medio contiene acetamida como única fuente de carbono y nitrógeno, además 
de algunas sales inorgánicas. Los microorganismos que pueden utilizar la acetamida 
producen amoníaco, alcalinizando el medio. Una vez inoculado, se incuba a 37ºC y se 
observa diariamente por 4 días, y una vez más a los 7 días antes de descartarlo como 
negativo. Si es capaz de utilizar la acetamida se observa un color rojo violáceo en el 
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medio. Esta característica taxonómica es útil para la diferenciación de las especies de 
Pseudomonas y fue propuesta para discriminar algunas especies de Achromobacter. 
- Hidrólisis de urea 
Esta prueba permite determinar la capacidad de los microorganismos de hidrolizar 
la urea por medio de la enzima ureasa. Aquellas bacterias que son capaces de 
hidrolizarla liberan amoníaco y dióxido de carbono al medio, lo cual produce un 
aumento de pH con el consiguiente viraje del indicador rojo de fenol, del amarillo al 
rojo. 
- Hidrólisis de esculina 
Esta prueba permite determinar la capacidad de los microorganismos de hidrolizar 
la esculina en esculetina y glucosa. En estos casos la esculetina reacciona con el citrato 
férrico que contiene el medio, produciendo sales insolubles de hierro que resultan en 
un ennegrecimiento del medio. 
- Hidrólisis de arginina 
Esta prueba permite determinar la capacidad de los microorganismos de catabolizar 
arginina a través del sistema de arginina dehidrolasa. En este proceso, la arginina se 
descompone a citrulina y esta última se desdobla para formar ornitina, CO2 y NH3. De 
esta forma se produce un aumento en el pH y se visualiza por viraje del indicador del 
amarillo al púrpura o violeta. 
 
5. Identificación de los microorganismos por sistemas 
comerciales (API 20NE) 
El Índice Analítico de Perfil o API (Analytical Profile Index), producido por 
bioMérieux, consiste en una serie estandarizada y miniaturizada de pruebas 
bioquímicas. En este trabajo se empleó el sistema 20NE que permite la rápida 
identificación de diversas bacterias no fermentadoras de glucosa. Se incluyeron todos 
los aislamientos del grupo 1 y 2, mencionados previamente, y los controles 
correspondientes. 
La especie bacteriana se determina a través de un código de varios dígitos generado 
a partir de aquellas pruebas que dan resultados positivos. 
 
 
MATERIALES  Y  MÉTODOS  
 
55 
 
6. Identificación de los microorganismos por MALDI-TOF 
MALDI-TOF es una técnica analítica instrumental de alta sensibilidad, basada en la 
metodología de ionización suave utilizada en espectrometría de masas. Esta técnica es 
capaz de identificar cuali- y cuantitativamente cualquier tipo de biomolécula mediante 
la medición de la relación masa/carga, así como la de los fragmentos generados a 
partir de ella. De esta forma proporciona una información muy valiosa sobre la 
estructura de la molécula [136].  
La denominación "MALDI" deriva de Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization 
(desorción/ionización láser asistida por matriz) y "TOF" alude al detector de iones que 
se acopla al MALDI, que es del tipo de tiempo de vuelo (“Time of Flight”).  
Actualmente MALDI-TOF es una técnica utilizada en bacteriología para la 
identificación de microorganismos mediante el método de la huella peptídica [137, 
138]. En este método, las proteínas del microorganismo en estudio son fragmentadas 
en pequeños péptidos cuyas masas absolutas se determinan mediante un 
espectrómetro de masas. De esta forma se obtiene una huella de péptidos de 
diferentes tamaños, que es única para cada microorganismo, la cual es comparada con 
las huellas de microorganismos conocidos presentes en la base de datos. Es así como 
se asocia en forma estadística la huella problema con la huella más semejante y se 
realiza la identificación del microorganismo [139]. 
Para la identificación de Achromobacter spp. por medio de esta técnica, se 
obtuvieron cultivos puros de los mismos y se procesaron en un espectrómetro 
Microflex MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Se incluyeron aislamientos del grupo 1 y 2, mencionados 
previamente. Posteriormente los perfiles obtenidos se analizaron mediante el software 
acoplado FlexControl v3.0 (Bruker Daltonics). De acuerdo al criterio propuesto por el 
fabricante, el resultado fue considerado válido para identificar a nivel de especie 
cuando el valor de score obtenido para el perfil fue mayor a 2, válido a nivel de género 
cuando el score se encontró entre 2 y 1,7 y una identificación no confiable cuando se 
obtuvo valores menores de 1,7 [140]. 
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7. Determinación del perfil electroforético de proteínas totales 
Se incluyeron en el ensayo 5 aislamientos caracterizados previamente como A. 
xylosoxidans, correspondientes al grupo 1, que presentaron resultados discordantes en 
las pruebas bioquímicas mencionadas con anterioridad. Para ello, se procedió a la 
obtención de extractos proteicos totales [141], tal como se explica en forma detallada 
en el anexo II. 
Una alícuota de 75 μl de cada extracto de proteínas totales fue tratada con 25 μl de 
buffer muestra de proteínas (anexo I) y se sometió a baño de agua a 100ºC durante 3-5 
min. Luego, los extractos se centrifugaron durante 2 min a máxima velocidad en 
microcentrífuga a temperatura ambiente y se conservaron en baño de hielo. Un 
volumen de 15 μl de cada extracto fue resuelto por electroforesis en geles de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% en una cuba Protein II System (Bio-Rad), conectada a 
una fuente de poder a 90V (powerPacTM HC, Bio-Rad). En la corrida electroforética se 
incluyó un marcador de peso molecular comercial (Low Range Ladder, Bio-Rad). 
Luego de la corrida electroforética, el gel fue teñido con azul brillante de Coomasie 
y decolorado con solución de metanol, acético y agua (45:10:45) (anexo I). 
 
8. Extracción de ADN  
- Extracción de ADN cromosómico:  
Se llevó a cabo la extracción siguiendo el protocolo propuesto por Murray [142]. Se 
cultivaron las bacterias en caldo Luria Bertani (30-50 ml) a 37ºC, por 24hs hasta 
alcanzar la fase estacionaria. Se centrifugó todo el volumen a 8000 rpm (Sorvall SS-24), 
por 20 min, a 4ºC. Los pellets celulares se resuspendieron en 5 ml de buffer 0,1 M 
NaCl/0,15 M EDTA, pH 8,0. Se agregó a cada muestra 0,1 ml de SDS 20% y se incubaron 
a 37ºC por 10 min para lograr la lisis de las células. A continuación se añadieron 0,2 ml 
de KCl 2,5 M y se mezclaron con vortex hasta lograr la clarificación de los lisados. Se 
realizó la extracción con 5 ml de cloroformo:isoamílico (24:1). Se agitaron los tubos dos 
veces por 10 seg, con un intervalo de 2 min de reposo. Se centrifugaron a 15000 rpm 
(Sorvall SS-24), por 15 min, a 4ºC para la eliminación de los restos celulares y las fases 
acuosas (fase superior) se transfirieron a tubos estériles. Posteriormente se 
precipitaron los ADN con 2 volúmenes de etanol 95% frío, se transfirieron a tubos 
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estériles empleando una varilla de vidrio, y se resuspendieron en agua milli Q estéril. 
Resultó conveniente realizar una dilución 1/100 o 1/1000 de la extracción de ADN para 
emplearlo como molde en las reacciones de PCR. 
- Extracción de ADN plasmídico:  
Se procedió a la extracción de ADN plasmídico de los aislamientos por medio de la 
técnica de extracción con fenol, según el protocolo propuesto por Kado et al. [143]. 
Esta técnica permite la extracción de plásmidos de alto peso molecular que pueden ser 
posteriormente utilizados como moldes para reacciones de PCR. El protocolo detallado 
se describe en el anexo II. 
- Extracción de ADN total mediante lisis de colonia:  
A partir de cultivos puros de cada uno de los aislamientos, se tomaron alrededor de 
8-10 colonias y se resuspendieron en 200 μl de agua milliQ estéril. Éstas fueron 
sometidas a ebullición durante 5 min. Las muestras se centrifugaron durante 5 min a 
13.000 rpm en microcentrífuga (Micro Centaur, SANYO), y los sobrenadantes fueron 
utilizados como templados para las reacciones de PCR.  
 
9. Amplificación y secuenciación del gen ADNr 16S 
Se amplificó el gen codificante del ARNr 16S utilizando oligonucleótidos cebadores 
que hibridan en segmentos conservados de dicho gen, utilizando un termociclador 
TGradient, Biometra (Alemania). La mezcla de reacción y el protocolo de ciclado se 
detallan en el anexo III [144]. 
Los amplicones se purificaron utilizando el AccuPrep® PCR Purification Kit (Bioneer, 
USA) y se secuenciaron en ambas hebras usando un secuenciador de ADN ABI Prism 
3700. Las secuencias nucleotídicas se compararon con las bases de datos utilizando la 
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (Blast) del NCBI 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). 
 
10. Análisis por “Multilocus Sequence Typing” (MLST) 
Con el fin de lograr una mayor aproximación a la correcta identificación de los 
aislamientos se llevó a cabo un esquema de MLST. Para ello, se amplificaron por PCR 
fragmentos de 7 genes conservados (eno, gltB, lepA, nrdA, nuoL, nusA, y rpoB), de 
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acuerdo a lo descripto recientemente por Spilker et al. [11] (Anexo III). Se incluyeron 8 
aislamientos del grupo 1 que por pruebas bioquímicas no se obtuvieron resultados 
concluyentes. También se llevó a cabo la técnica para aislamientos representativos de 
los brotes 1 (2 aislamientos) y 2 (1 aislamiento). Los amplicones se purificaron 
utilizando el AccuPrep® PCR Purification Kit (Bioneer, USA) y se secuenciaron en ambas 
hebras usando un secuenciador de ADN ABI Prism 3700. Se asignaron los números 
correspondientes a cada tipo de alelo y se determinó el secuenciotipo (ST) de acuerdo 
a http://pubmlst.org/achromobacter/. 
Se construyeron las secuencias concatenadas de los siete fragmentos génicos (2.254 
nucleótidos), de acuerdo al orden establecido en la base de datos, de los aislamientos 
en estudio y de todos los Achromobacter spp. (aproximadamente 200) disponibles en 
la base de datos al momento del análisis.  
Se realizó el alineamiento de las secuencias concatenadas obtenidas, utilizando el 
programa ClustalX 2,1. La selección estadística del modelo de sustitución de 
nucleótidos que mejor se ajustaba a los datos se realizó por JModelTest. Se llevaron a 
cabo diferentes algoritmos filogenéticos: el análisis por Máxima Verosimilitud se 
realizó mediante PhyML 3.0, y el Método de Distancias utilizando el programa MEGA5. 
Para evaluar la robustez estadística para los grupos identificados se realizó 
Bootstrap con 1000 réplicas. 
 
11. Identificación por amplificación y secuenciación del gen nrdA 
En 2013, Spilker et al. propusieron la amplificación y secuenciación de nrdA, uno de 
los genes incluidos en el esquema de MLST, como método rápido de identificación de 
las diferentes especies de Achromobacter, comparando un fragmento de 765 pb. De 
esta forma, se realizó la amplificación por PCR de nrdA utilizando los oligonucleótidos 
descriptos [145] y las condiciones que se detallan en el anexo III. 
 
12. Detección de blaOXA-114 
La detección del gen codificante de la enzima OXA-114, ubicua de A. xylosoxidans, 
se realizó por amplificación por PCR utilizando los oligonucleótidos descriptos por 
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Turton et al., en 2011 [38], empleando un termociclador TGradient, Biometra 
(Alemania) (Anexo III). 
Se secuenciaron los amplicones como se describió anteriormente y las secuencias 
de nucleótidos se compararon con las distintas variantes alélicas de blaOXA-114 
depositadas en el GenBank. Para el análisis filogenético de las variantes blaOXA-114 se 
hicieron los alineamientos y se aplicaron los modelos descriptos anteriormente (ítem 
10 de materiales y métodos). 
 
13. Aproximaciones empleadas para determinar la secuencia 
completa de blaOXA-258 
13.1. Ensayo de TAIL PCR 
El ensayo de TAIL PCR es un método que permite conocer la secuencia de ADN 
próxima a un fragmento ya conocido [146, 147]. El mismo consiste en utilizar, en 
reacciones consecutivas, 3 cebadores anidados junto con cebadores degenerados 
llamados AD (arbitrary degenerate). Éstos son capaces de unirse en las cercanías de las 
regiones conocidas en reacciones que emplean bajas temperaturas de anillado. 
Esta técnica se realiza en tres fases consecutivas (reacción primaria, secundaria y 
terciaria) (Figura 9). En la reacción primaria, se produce un ciclo de PCR con baja 
astringencia destinado a generar los sitios de unión para el cebador AD en la secuencia 
diana. A nivel teórico, se espera un rendimiento medio de productos específicos y un 
alto rendimiento de productos no buscados. Los productos específicos son luego 
amplificados por medio de dos ciclos con mayor astringencia. En este caso no hay 
necesidad de realizar la corrida electroforética de los productos.  
Para la reacción secundaria se realiza una dilución del producto de PCR primario, la 
cual se utiliza como templado. En este caso, la reacción se lleva a cabo con el cebador 
CE 2. Para la reacción terciaria, se utiliza el mismo ADN molde que en la reacción 
secundaria (producto de PCR de la reacción primaria) pero en otra dilución para evitar 
la aparición de falsos positivos. En esta ocasión la reacción se lleva a cabo con el 
cebador CE 3. De esta forma se obtendrá un alto rendimiento de productos 
específicos. Las reacciones secundarias y terciarias se pueden resolver 
electroforéticamente utilizando un gel de agarosa 1.5%.  
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El protocolo completo de TAIL PCR se detalla en el anexo III. 
 
Figura 9: Distribución de los cebadores específicos (CE) y cebadores inespecíficos (AD) a lo 
largo de la secuencia de ADN 
 
13.2. PCR inversa 
Al igual que TAIL-PCR, la PCR inversa se utiliza para conocer regiones desconocidas 
de ADN adyacentes a las secuencias conocidas.  
Se digiere el ADN con una enzima de restricción de corte frecuente que escinda por 
fuera de la región conocida, y se circularizan los fragmentos resultantes. 
Posteriormente, se realiza una reacción de PCR con cebadores que hibridan en los 
extremos de las secuencias conocidas, lo que permite obtener fragmentos de ADN 
lineales del tamaño comprendido entre ambos cebadores (Figura 10). 
Para analizar los sitios y la frecuencia de corte de distintas enzimas de restricción se 
utilizó la herramienta digital disponible en http://insilico.ehu.es/digest/. 
El protocolo completo de la PCR inversa empleado se detalla en el anexo III. 
 
 
Figura 10: Esquema de la técnica de PCR inversa. 
 
MATERIALES  Y  MÉTODOS  
 
61 
 
14. Electroforesis en gel de agarosa 
En todos los casos, alícuotas de los productos amplificados por PCR o productos de 
la extracción de ADN cromosómico fueron analizados utilizando electroforesis en gel 
de agarosa al 0,8-1,5%, en buffer TAE 1X (Anexo I). Las corridas electroforéticas se 
llevaron a cabo durante 30-40 min a 120 mA y 90 V, utilizando una cuba electroforética 
(Bio-Rad). Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio y las bandas fueron 
visualizadas con un transiluminador UV (Gel Doc, Bio-Rad). Se incluyeron en las 
corridas electroforéticas marcadores comerciales adecuados (GeneRulerTM 1Kb DNA 
Ladder, 250-10000 bp, Fermentas).  
 
15. Análisis de la sensibilidad a los antimicrobianos 
Para los aislamientos bacterianos del grupo 1, se determinó la concentración 
inhibitoria mínima (CIM) de diversos antibióticos por el método de dilución en agar, 
siguiendo las recomendaciones del CLSI 2012 [148]. Las placas fueron inoculadas con 
104 UFC/spot de cada microorganismo, empleando un multi-inoculador de Steer, e 
incubadas a 37ºC durante 24 hs. Se usaron drogas de potencia certificada y medio Agar 
Mueller Hinton (Oxoid, Basingstoke, UK). Como puntos de corte se emplearon aquellos 
establecidos por el CLSI 2012 para non-Enterobacteriaceae. Las drogas ensayadas para 
este grupo fueron: ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), piperacilina (PIP), 
piperacilina/tazobactam (TZP), imipenem (IPM), meropenem (MEM), ertapenem (ETP), 
ciprofloxacina (CIP), gatifloxacina (GAT), levofloxacina (LVX), moxifloxacina (MXF), 
amikacina (AMK), gentamicina (GEN), trimetoprima-sulfametoxazol (TMS), tetraciclina 
(TET), doxiciclina (DOX), minociclina (MIN) y colistin (CST). 
Para los aislamientos bacterianos del grupo 2, al igual que en el caso anterior, se 
determinó la concentración inhibitoria mínima (CIM) de diversos antibióticos por el 
método de dilución en agar, siguiendo las recomendaciones del CLSI 2014 [149]. Como 
puntos de corte se emplearon aquellos establecidos por el CLSI 2014 para non-
Enterobacteriaceae. Las drogas ensayadas para este grupo fueron: ampicilina (AMP), 
PIP, TZP, cefoxitina (FOX), CAZ, FEP, IPM, ácido nalidíxico (NAL), CIP, kanamicina (KAN), 
GEN, TMS, CST. 
Como cepa control se empleó P. aeruginosa ATCC 27853. 
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16. Ensayos fenotípicos de detección de la presencia de -
lactamasas 
La búsqueda fenotípica de -lactamasas se realizó por ensayos de sinergia de doble 
disco según las recomendaciones de la Subcomisión de Antimicrobianos, SADEBAC-
AAM para BGNNF [4] (Figura 11). Se incluyeron aquellos aislamientos del grupo 1 que 
presentaron resistencia a carbapenemes (38, 39, 80, 281). En todos los casos se 
utilizaron discos comerciales (Laboratorio Britania. Argentina). 
 Para la detección fenotípica de la presencia de BLEEs (-lactamasas de espectro 
extendido) se colocaron estratégicamente discos conteniendo CAZ/ ácido clavulánico 
(CLA) (30 µg /10 µg) entre discos conteniendo CAZ (30 µg) y FEP (30 µg), a 2 cm de 
distancia borde a borde. Un incremento en la zona de inhibición del disco conteniendo 
CAZ o FEP en zona adyacente al disco conteniendo CAZ/CLA (“efecto huevo”) fue 
interpretado como posible presencia de BLEE. 
 La detección de carbapenemasas de Clase B se realizó empleando una 
modificación del ensayo de sinergia descripto inicialmente por Arakawa y col. 1995 
[150] colocando discos de EDTA (1 μmol) entre discos conteniendo IPM y MEM (1 cm 
borde a borde) [151]. Los discos conteniendo EDTA fueron preparados manualmente 
impregnando discos de papel Whatman Nº 3 estériles con 2 µl de una solución de 
EDTA 500 mM, pH 8,0. Un incremento (“efecto huevo”) en la zona de inhibición del 
disco conteniendo el carbapenem en la zona adyacente al disco conteniendo el agente 
quelante de Zn2+ (EDTA) fue considerado como posible presencia de MBLs. 
 Para la detección de enzimas de tipo GES se colocaron discos conteniendo CAZ 
e IPM (1,5 cm de distancia borde a borde). Un incremento (“efecto huevo”) en la zona 
de inhibición del disco conteniendo CAZ en la zona adyacente al disco conteniendo 
IPM fue considerado como posible presencia de enzima de tipo GES, ya que el IMP 
resulta inhibidor de estas enzimas. 
La ubicación estratégica de los discos que se muestra en la figura 11 permite realizar 
la búsqueda de los distintos tipos de -lactamasas mencionadas previamente. 
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Figura 11: Distribución estratégica de los antibióticos, según las recomendaciones de la 
Subcomisión de Antimicrobianos (SADEBAC-AAM). IPM: imipenem. MEM: meropenem. TZP: 
piperacilina-tazobactam. CAZ: ceftazidima. CAZ/CLA: CAZ/clavulánico. FEP: cefepime 
 
Asimismo, se realizaron otros ensayos complementarios para la detección de -
lactamasas: 
 Para la detección de enzimas de tipo AmpC, las que resultan inhibidas por 
cloxacilina [70], se colocaron discos conteniendo cloxacilina 500 µg (Diatabs; Rosco, 
Taastrup. Dinamarca) a 1 cm de distancia borde a borde de discos conteniendo CAZ (30 
µg) y discos conteniendo FOX (30 µg). Un incremento en la zona de inhibición del disco 
conteniendo CAZ o FOX en la zona adyacente al disco conteniendo el inhibidor fue 
interpretado como posible presencia de una enzima de tipo AmpC. Como dichas 
enzimas también pueden ser inhibidas con ácido borónico [70] se enfrentaron discos 
conteniendo cefalotina (CTN) (30 µg), FOX (30 µg), CAZ (30 µg) y FEP (30 µg) con discos 
conteniendo ácido fenil borónico (300 µg), colocados 1 cm borde a borde. Un 
incremento entre la zona de inhibición del disco de CTN, FOX, CAZ ó FEP en la zona 
adyacente al disco conteniendo ácido fenil borónico fue interpretado como posible 
presencia de una enzima de tipo AmpC.  
 Para la detección de las carbapenemasas de clase A se colocaron discos 
conteniendo TZP y amoxicilina/ácido clavulánico (AMC) entre IPM y MEM (2 cm borde 
a borde). Un incremento entre la zona de inhibición del disco de IPM ó MEM en la zona 
adyacente al disco conteniendo el inhibidor fue interpretado como posible presencia 
de carbapenemasa de clase A. 
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 Para la detección de carbapenemasas de clase A se determinó la CIM de IPM 
con y sin el agregado de clavulanato de litio (10 µg/ml) y de tazobactam (10 µg/ml), 
por el método de dilución en agar. Una disminución de ≥ 3 diluciones en la CIM de 
IPM/clavulanato de litio o IPM/tazobactam respecto de la CIM de IPM no 
suplementada se consideró como sugestivo de la presencia de este tipo de enzimas. 
 Para la búsqueda de carbapenemasas de Clase D, se determinó la CIM de IPM 
por el método de dilución en agar, con y sin el agregado de 2 % de NaCl, debido a que 
algunas enzimas de esta clase resultan inhibidas por dicha sal [152, 153]. Una 
disminución ≥ 3 diluciones en la CIM de la combinación carbapenem/NaCl 2% respecto 
de la CIM del carbapenem no suplementado con la sal, se consideró como sugestivo de 
la presencia de una carbapenemasa de clase D. 
 Para la búsqueda de metalo-carbapenemasas se determinaron las CIMs de 
IPM/EDTA y MEM/EDTA (EDTA 0,4 mM concentración final), por método de dilución 
en agar. Una disminución de ≥ 3 diluciones en la CIM de la combinación 
carbapenem/EDTA respecto de la CIM del carbapenem solo se consideró como 
sugestivo de la presencia de una MBL[154]. 
 
17. Detección de la actividad enzimática mediante los ensayos de 
Hodge y Masuda 
En los aislamientos de Achromobacter spp. resistentes a carbapenemes, se evaluó la 
posible presencia de enzimas con actividad hidrolítica sobre estos antibióticos por 
medio de dos métodos microbiológicos. 
El método de Hodge [155] se basa en la capacidad que tiene la enzima, en este caso 
carbapenemasa, de hidrolizar en forma eficiente al antimicrobiano, inhibiendo su 
efecto y favoreciendo así el crecimiento de bacteriano.  
El método consistió en inocular placas conteniendo agar Mueller Hinton con una 
suspensión de cepas controles sensibles a IPM (E. coli 25922 y P. aeruginosa 27853), 
cuya turbidez se ajustó al 0,5 de la escala de Mc Farland. Se colocó un disco de IPM en 
el centro de la placa y se realizaron estrías de los microorganismos en estudio desde el 
disco hacia el borde de las placas. Se incluyeron microorganismos productores de 
carbapenemasas como control positivo. Se colocaron las placas en estufa de 
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incubación a 37ºC, durante 18hs. Una deformación en la zona de inhibición del disco 
conteniendo IPM en la cercanía de la estría bacteriana fue interpretada como probable 
presencia de carbapenemasa (Figura 12). 
Asimismo, para investigar la actividad enzimática sobre los carbapenemes se usó el 
ensayo previamente desarrollado por Masuda [156]. Para ello, se inoculó una placa de 
agar Mueller Hinton con una suspensión de E. coli ATCC 25922 de turbidez comparable 
al 0,5 de la escala de Mc Farland. Se impregnaron discos de papel de filtro con 10 µl de 
los extractos enzimáticos correspondientes a los microorganismos en estudio 
(obtenidos de acuerdo al ítem 18.1 de materiales y métodos). Se colocó en el centro de 
la placa un disco conteniendo IPM (30 µg) y luego se ubicaron los discos impregnados 
con los extractos a una distancia de 6 mm borde a borde del disco conteniendo IPM. Se 
colocaron las placas en estufa de incubación a 37ºC, durante 18hs. Una deformación 
del halo de inhibición se interpretó como un ensayo positivo, es decir, cuando se 
observa una concavidad por dentro de la zona de inhibición o efecto pared (Figura 12). 
Se incluyeron discos de papel de filtro impregnados con buffer fosfato 25 mM, pH 7,0 y 
aislamientos de Achromobacter spp. sensibles a carbapenemes como controles 
negativos, y P. aeruginosa productora de carbapenemasa VIM-2 control positivo. 
 
 
Figura 12: Representación de la técnica de Hodge (a) y Masuda (b). (a) El disco central 
contiene el carbapenem. Las estrías se realizan con los aislamientos en estudio y aislamientos 
previamente caracterizados como control. (b) El disco central contiene el antibiótico, mientras 
que los discos A, B, C, D y E contienen los extractos enzimáticos de los microorganismos a 
ensayar. Imagen extraída de Masuda et al. [156].  
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18. Detección de la actividad enzimática por el método 
iodométrico 
18.1. Obtención de extractos enzimáticos crudos 
Se obtuvieron cultivos en fase estacionaria, en 50 ml de caldo Luria Bertani (Anexo 
I), de cada aislamiento que presentaba resistencia a IPM. Para cada muestra, se 
cosecharon las células bacterianas por centrifugación durante 15 min, a 8000 rpm 
(Sorvall rotor SS34), a 4ºC. Se descartó el sobrenadante y se lavaron las células 
resuspendiendo el pellet en aproximadamente 5 ml de buffer fosfato 50 mM, pH 7,0. 
Se centrifugó nuevamente, en iguales condiciones y el pellet fue resuspendido en 3 ml 
del mismo buffer. Posteriormente, las células se sometieron a ruptura ultrasónica, 
empleando un sonicador Vibra Cell. Se realizaron 5 ciclos de 30 seg, output 50%, en 
baño de hielo para evitar la desnaturalización proteica por calentamiento. Los restos 
celulares se eliminaron por centrifugación a 12000 rpm en la misma centrífuga (Sorvall 
rotor SS34), durante 10 min. El sobrenadante fue conservado a -20ºC hasta su empleo 
en posteriores ensayos. 
18.2. Determinación del perfil de sustratos de las enzimas por el método 
iodométrico en agar 
Este método se basa en que el ácido penicilóico, originado a partir de la acción de 
las β-lactamasas sobre el anillo β-lactámico de la penicilina, reduce el iodo a ioduro 
decolorando la mezcla del almidón-iodo empleada para visualizar la reacción. Se 
mezclaron 20 ml de una solución de agar-almidón (Anexo I), debidamente fundida y 
termostatizada, con 600 μl de solución iodada (I2/I
-) y 1 ml de la solución de cada 
antibiótico en la concentración adecuada. La mezcla fue homogeneizada 
completamente y vertida sobre una placa de Petri. 
Los antibióticos utilizados y sus concentraciones finales para revelar la actividad 
enzimática fueron: AMP 500 μg/ml, CTN 1000 μg/ml, ceftriaxona (CRO) 1000 μg/ml, 
CAZ 1000 μg/ml, IPM 1000 μg/ml y MEM 1000 μg/ml. 
Se colocaron 15 μl de cada extracto enzimático. La aparición de un halo de 
decoloración correspondería a la hidrólisis del antibiótico -lactámico mediada por la 
acción de una β-lactamasa. 
Como controles positivos se utilizaron las siguientes enzimas: 
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- CTX-M-2 (cefotaximasa): enzima de espectro extendido que hidroliza 
preferentemente AMP, CTN, CTX, CRO, FEP y en menor grado CAZ. 
- SHV-2 (ceftazidimasa) que hidroliza AMP, CTN, CAZ y en menor medida CRO. 
Como control negativo y para descartar una posible hidrólisis no enzimática de los 
antibióticos se utilizó buffer fosfato 25 mM, pH 7,0. 
18.3. Determinación del punto isoeléctrico (pI) de las -lactamasas 
El isoelectroenfoque (IEF) es un método que se utiliza para determinar el pI de una 
proteína mediante electroforesis en un gel que contiene un gradiente de pH. Este 
gradiente de pH se establece empleando anfolitos, que son sustancias anfotéricas de 
bajo peso molecular que migran en un campo eléctrico hasta llegar a su pI, donde su 
carga eléctrica es neutra. La proteína que se pretende estudiar puede estar cargada 
negativa o positivamente. Al aplicar la corriente eléctrica esta proteína migrará hacia el 
ánodo o cátodo, dependiendo de su carga, hasta llegar a una región donde la misma 
sea igual a cero. El pH en este punto corresponderá a su pI. Junto con la proteína 
problema se suelen agregar proteínas de pI conocidos o marcadores de pI. 
Los extractos enzimáticos crudos, obtenidos previamente, fueron sometidos a 
isoelectroenfoque analítico en un equipo Multiphor II (Pharmacia LKB, Uppsala, 
Sweden) durante 3 hs. a 1500 V [157]. Se emplearon geles de poliacrilamida 
comerciales (pH 3,5 a 9,5; Ampholine PAGplate; Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 
Las bandas correspondientes a las -lactamasas fueron reveladas por el método 
iodométrico en agar conteniendo 500 µg/ml de ampicilina [158]. Los pIs fueron 
estimados por comparación con -lactamasas de pI conocidos. Las enzimas patrón 
empleadas fueron: TEM-1 (pI 5,4), PER-2 (pI 5,4), SHV-2 (pI 7,6), CTX-M-2 (pI 7,9), SHV-
5 (pI 8,2) y CMY-2 (pI 9,0). El protocolo se detalla de manera completa en anexo II. 
 
19. Detección de la presencia de genes codificantes de - 
lactamasas por amplificación por PCR 
Se investigó la presencia de genes codificantes de -lactamasas en aquellos 
aislamientos que presentaron resistencia a carbapenemes (aislamientos 38, 39, 80, 
281). En todos los casos se incluyeron los respectivos controles, salvo algunas 
excepciones que se mencionan oportunamente.  
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Como ADN molde se utilizó ADN total obtenido por lisis de colonia y ADN 
cromosómico.  
19.1. Detección de genes codificantes de BLEE 
Se orientó la búsqueda a aquellos genes descriptos en BGNNF y/o aquellos 
codificantes de enzimas prevalentes en nuestro medio empleando oligonucleótidos 
específicos para: blaTEM, blaPER-1, blaPER-2, blaCTXM-grupo-2, blaSHV, blaVEB. Los 
oligonucleótidos utilizados como cebadores y las condiciones de ciclado se muestran 
en el anexo III. Se incluyeron controles positivos de los marcadores genéticos, 
previamente caracterizados en nuestro laboratorio, a excepción de blaVEB debido a que 
no contábamos con el mismo. 
19.2. Detección de genes codificantes de carbapenemasas 
Se investigó la presencia de los genes codificantes de enzimas con capacidad de 
hidrolizar carbapenemes de distintas clases moleculares. Las secuencias nucleotídicas 
de los oligonucleótidos se muestran en el anexo III.  
 Carbapenemasas de clase A de codificación plasmídica: se evaluó la presencia 
de genes codificantes de enzimas de tipo GES y de tipo KPC empleando cebadores 
específicos de dichas familias. Las secuencias de los cebadores, las mezclas de reacción 
y las condiciones de ciclado se detallan en el anexo III. Se incluyeron controles 
positivos de ambos marcadores genéticos, previamente caracterizados en nuestro 
laboratorio.  
 Carbapenemasas de clase A de codificación cromosómica: se evaluó la 
presencia de genes codificantes de enzimas de tipo IMI, SME y NMC-A empleando 
cebadores específicos. Las secuencias de los cebadores, las mezclas de reacción y las 
condiciones de ciclado se detallan en el anexo III. Se incluyeron controles positivos de 
los marcadores genéticos, previamente caracterizados en nuestro laboratorio o 
cedidos por otros laboratorios, excepto para blaIMI, dado que este marcador no fue 
caracterizado previamente en nuestro medio, ni por otros grupos de trabajo con los 
que se tenga relación.  
 Carbapenemasas de clase B: se investigó la presencia de genes codificantes de 
las MBLs adquiridas descriptas en BGNNF, empleando cebadores específicos para 
amplificar blaIMP, blaVIM, blaSPM y blaGIM cuyas secuencias se detallan en el anexo III, así 
como las mezclas de reacción y las condiciones de ciclado. Se incluyeron controles 
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positivos de todos los marcadores genéticos, previamente caracterizados en nuestro 
laboratorio, excepto para blaGIM, por las mismas razones mencionadas previamente.  
 Carbapenemasas de clase D: se investigó la presencia de genes codificantes de 
enzimas tipo OXA con actividad de carbapenemasa empleando la técnica de 
amplificación con cebadores múltiples (Multiplex-PCR) descripta por Woodford et al. 
[159], para la detección de genes tipo blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51 y blaOXA-58. Se 
incluyeron controles positivos de todos los marcadores genéticos, previamente 
caracterizados en nuestro laboratorio, excepto para blaOXA-24. 
Asimismo, se investigó la presencia de genes codificantes de otras enzimas tipo OXA 
con actividad de carbapenemasa: OXA-40, OXA-48, OXA-50, OXA-60, OXA-62 [102]. Las 
secuencias de los cebadores, las mezclas de reacción y las condiciones de ciclado se 
detallan en el anexo III. En este caso no fue posible contar con los respectivos 
controles positivos. 
 
20. Clonado, producción y purificación de variantes de OXA-258 
Los genes blaOXA-258a y blaOXA-258b se amplificaron a partir de ADN cromosómico de 
los aislamientos de A. ruhlandii 38 (resistente a IPM) y A. ruhlandii 319 (sensible a 
IPM), respectivamente. En ambos casos se emplearon cebadores diseñados ad hoc 
OXA-258NdeI-F, que contienen en su secuencia un sitio de corte específico para la 
enzima NdeI, y OXA-258XhoI-R que contiene el sitio para XhoI (Anexo III). El fragmento 
amplificado se insertó en el vector de clonado pK19, el cual fue digerido previamente 
con la enzima de restricción SmaI. Posteriormente se digirió el vector pK19 
conteniendo el inserto con NdeI y XhoI, y este último fue incorporado al vector de 
expresión pET-28a. Esta construcción se utilizó para transformar E. coli BL21 (DE3) 
(Novagen, Inc. Madison, WI). 
Los transformantes fueron recuperados en las placas conteniendo LBA 
suplementadas con KAN (30 μg/ml) y fueron controlados por amplificación y 
secuenciación del inserto. Estos transformantes, denominados E. coli pET-OXA258a y E. 
coli pET-OXA258b, se utilizaron para la producción de las respectivas enzimas. 
Se inocularon 20 ml de LB suplementado con 30 μg/ml de KAN, con las respectivas 
transformantes y se incubaron durante 18 hs a 37ºC con agitación. Estos cultivos 
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fueron a su vez inoculados en 500 ml de caldo LB conteniendo 30 μg/ml de KAN, e 
incubados a 37ºC con agitación constante, a 200 rpm, hasta alcanzar una DO600nm de 
0,8 unidades de absorbancia. Se adicionó IPTG en una concentración final de 1 mM 
para inducir la expresión de las β-lactamasas y se continuó la incubación durante 18 hs 
a 28ºC con agitación constante a 200 rpm. Se centrifugó todo el volumen y los pellets 
se resuspendieron en 25 ml de buffer fosfato 25 mM, pH 7,5. Se procedió a realizar la 
ruptura ultrasónica, en baño de hielo, utilizando un sonicador Vibra-Cell (Sonics & 
Materials, USA). Los restos celulares fueron eliminados por centrifugación a 27.000 xg, 
a 4ºC durante 30 min en ultracentrífuga (Beckman). Los sobrenadantes filtrados fueron 
cargados en una columna de afinidad HisTrap HP de 5 ml de capacidad (GE Healthcare, 
USA) previamente equilibrada con el mismo buffer. La columna fue lavada 
exhaustivamente para remover las proteínas no unidas y las β-lactamasas fueron 
eluídas con un gradiente lineal de imidazol de 100, 200 y 300 mM, pH 7,5. Las 
fracciones con actividad β-lactamasa fueron detectadas por su actividad a través de la 
hidrólisis de nitrocefín. El protocolo de purificación de detalla en el anexo II. Se verificó 
la pureza de las fracciones mediante SDS-PAGE, utilizando geles de poliacrilamida al 
12%. Las fracciones con una pureza mayor al 90% fueron dializadas overnight en buffer 
fosfato 25 mM suplementado con carbonato de sodio en una concentración final de 50 
mM, a 4ºC y se conservaron a -20ºC hasta su empleo posterior.  
20.1. Detección de actividad de β-lactamasa 
 Método de la cefalosporina cromogénica:  
El nitrocefín es una cefalosporina cromogénica que al ser hidrolizado por una β-
lactamasa cambia de color amarillo a rojo (producto de la hidrólisis). Representa el 
método más sensible para la detección de actividad de β-lactamasas.  
Se mezclaron 10 μl de la enzima con 5 μl de nitrocefín (Oxoid, UK) 100 μM. La 
aparición de un color rojo intenso dentro de los primeros 60 seg se interpretó como 
actividad positiva de β-lactamasa. 
 Método Iodométrico: 
Tal como se explicó previamente, en el punto 18.2, esta técnica permite la 
detección de la actividad enzimática por medio de la decoloración que sufre la mezcla 
del almidón-iodo debido a la presencia de la enzima.  
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Los antibióticos utilizados y sus concentraciones finales para revelar la actividad 
enzimática fueron AMP 500 μg/ml y CTN 1000 μg/ml.  
20.2. Determinación de la CIM de diferentes β-lactámicos para los aislamientos 
y los clones recombinantes, que expresan las enzimas OXA-258a y OXA-258b 
Se determinó la CIM en medio sólido de diferentes β-lactámicos siguiendo las 
recomendaciones del CLSI 2015 [160]. Se incluyeron los aislamientos A. ruhlandii 38 y 
A. ruhlandii 319, y los clones recombinantes que expresaban ambas enzimas. Cada 
placa fue inoculada con 104 UFC/spot de cada microorganismo, empleando un multi-
inoculador de Steer, e incubada a 37ºC durante 24 hs. 
Las drogas ensayadas, de potencia certificada, fueron: AMP, CTN, cefalexina (LEX), 
cefazolina (CFZ), FOX, CAZ, FEP e IPM. 
 
21. Determinación de los principales parámetros cinéticos de 
OXA-258a y OXA-258b 
La hidrólisis de los antibióticos β-lactámicos en presencia de las enzimas purificadas 
fue monitoreada siguiendo la variación de absorbancia de una solución del antibiótico 
preparado en buffer fosfato 25 mM suplementado con carbonato de sodio 50mM. Se 
empleó un espectrofotómetro T80 UV/Vis (PG Instruments Ltd., UK).  El agregado de 
esta sal se realizó con el fin de evitar cinéticas bifásicas [37, 161]. 
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 500 μl a 25ºC, en cubetas 
de 0,2 ó 1 cm de paso dependiendo de la concentración de sustrato empleada. Cada 
ensayo se realizó por duplicado.  
Las velocidades iniciales de reacción se miden en condiciones de estado 
estacionario, donde la concentración de sustrato consumido (o producto generado) es 
mínima. En esta etapa se observa experimentalmente que la velocidad v es 
directamente proporcional a la concentración de sustrato [S] (en un rango de 
concentraciones bajas). Al aumentar [S] la enzima se satura y se alcanza un valor límite 
de velocidad denominado velocidad máxima, Vmax. Esto se expresa por la ecuación de 
Michaelis-Menten. Los principales parámetros medidos en estas condiciones son kcat y 
KM donde: 
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- kcat es conocida como la constante catalítica o número de recambio de la enzima y 
representa el número máximo de moléculas de sustrato convertidas a producto, por 
sitio activo, por unidad de tiempo.  
- KM o constante de Michaelis, es la constante aparente de disociación de todas las 
especies unidas a la enzima, y gráficamente corresponde a la concentración de 
sustrato donde se alcanza la mitad de la Vmax. 
- kcat/KM es una constante aparente de segundo orden, referida a las propiedades y 
reacciones de enzima y sustrato libres, y puede ser un reflejo de la eficiencia 
hidrolítica. 
Para lograr en forma experimental esa condición de estado estacionario, se deben 
cumplir ciertas condiciones: 
- La concentración de sustrato [S] debe ser mucho mayor a la concentración de 
enzima [E] a utilizar. Generalmente [E] debe encontrarse en el orden de nmolar 
mientras que [S] tiende a utilizarse en el orden de μmolar. 
- La velocidad inicial de la reacción debe determinarse dentro del tiempo en el cual la 
cantidad de producto de hidrólisis no supere el 15% de la concentración inicial dentro 
de la cubeta. 
Teniendo en cuenta estas consideraciones se procedió a ensayar la actividad de la 
enzima para distintos sustratos. En el anexo II se adjunta el protocolo completo para la 
determinación de los parámetros cinéticos y en la tabla 6 se encuentran las longitudes 
de onda y coeficientes molares de extinción empleados. 
Se consideran sustratos pobres aquellos sustratos para los cuales la enzima 
presenta baja afinidad. En estos casos se realizaron ensayos de inhibición, donde se 
calculó KM como Ki (constantes de inhibición), a partir de ensayos de competencia. Se 
midió la hidrólisis de nitrocefín (sustrato reportador) a 482 nm, a una concentración de 
al menos 5 veces la KM del sustrato pobre durante 2-10 min, en presencia de 
concentraciones adecuadas de dicho sustrato. 
 
 
 
 
 
MATERIALES  Y  MÉTODOS  
 
73 
 
Tabla 6: Longitudes de onda y coeficientes molares de extinción correspondientes a los 
antibióticos utilizados para las determinaciones cinéticas. 
 
Antibiótico PM (g/mol) λ (nm) ε (M-1.cm-1) ∆ε (M-1.cm-1) 
Bencil-Penicilina (PEN) 333 235 +1200 -775 
Ampicilina (AMP) 348 235 +1860 -820 
Piperacilina (PIP) 540 235 +9900  -820 
Nitrocefín (NIT) 555 482 +17000 +15000 
Cefalotina (CTN) 305 273 +7200 -6300 
Cefalexina (CFX) 343 260 +7750 -5300 
Cefazolina (CFZ) 454 260 +11000 -7400 
Cefoxitina (FOX) 426 260 +8280 -6600 
Cefotaxima (CTX) 454 260 +16000 -7500 
Ceftazidima (CAZ) 534 260 +22000 -9000 
Cefepime (FEP) 480 260 +22000 -10000 
Imipenem (IPM) 299 300 +9000 -9000 
 
22. Determinación del entorno genético de blaOXA258a y blaOXA258b 
Se realizó la secuenciación completa de los genomas bacterianos correspondientes 
a los aislamientos 38 (productor de OXA-258a) y 319 (productor de OXA-258b), 
utilizando la tecnología de secuenciación de ADN de alto rendimiento Illumina MiSeq-I 
(Servicio de secuenciación del INTA), con el fin de comparar el aislamiento resistente a 
carbapenemes (38) y el aislamiento sensible (319). La preparación de las muestras se 
realizó utilizando “Nextera XT DNA Library Preparation Kit” y las lecturas obtenidas 
fueron ensambladas a través de Ray assembler (http:/denovoassembler.sourceforge.net). 
El ensamblado de novo se realizó a través de SPAdes assembler versión 3.1.0 [162, 
163]. A partir de las secuencias ensambladas, se realizó la búsqueda del entorno 
genético de blaOXA-258a y blaOXA-258b, utilizando el servidor RAST [164]. Asimismo se 
utilizó el programa BLAST (versión 2.0) para confirmar dichas predicciones [165].  
 
23. Búsqueda in silico de genes codificantes de β-lactamasas en 
aislamientos de Achromobacter spp. 
A partir de las secuencias de genoma completo de los aislamientos 38 y 319 
obtenidas en el punto anterior, se llevó a cabo la búsqueda de genes de resistencia 
utilizando los servidores Resfinder [166] y ARG-ANNOT [167]. La búsqueda se enfocó a 
la identificación de marcadores que codifiquen para β-lactamasas, en especial de 
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enzimas de tipo AmpC, dado que los resultados de los ensayos fenotípicos realizados 
inicialmente permitían inferir la presencia de enzimas de este tipo.  
 
24. Análisis del perfil de proteínas de membrana externa 
A partir de cultivos en 100 ml de caldo LB, incubados 18-24 hs, se cosecharon las 
células por centrifugación y se lavaron dos veces con buffer fosfato salino (PBS) 20 
mM, pH 7,4 (Anexo I). El pellet obtenido se resuspendió en 2 ml del mismo buffer. La 
ruptura de las células se realizó por sonicación, utilizando un sonicador Vibra Cell 
(Sonics & Materials Inc, USA) efectuando 5 ciclos de 30 segundos al 50%, en hielo. Los 
restos celulares fueron removidos por centrifugación. Los sobrenadantes se incubaron 
en buffer PBS conteniendo 2% de N-lauroylsarcosinato de sodio durante 30 min, a 
temperatura ambiente, con la finalidad de solubilizar las proteínas de la membrana 
debido a la acción detergente de esta sal. Las proteínas de la membrana externa se 
separaron por centrifugación a 4ºC. Los pellets fueron tratados con buffer muestra de 
proteínas (4X) y sometidas a un baño de agua a 100ºC durante 5 min. Finalmente las 
muestras se resolvieron por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%, en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El protocolo detallado se muestra en el 
anexo II. 
 
25. Análisis de los Sistemas de Eflujo 
25.1. Clonado y secuenciación de una bomba de Eflujo de Tipo RND a partir 
del aislamiento A. ruhlandii 38 
A partir del ADN genómico del aislamiento 38 se procedió a la digestión enzimática 
al azar con la enzima de restricción EcoRI. Los fragmentos obtenidos fueron clonados 
en el vector pK19 (pK19-AxyABM) y transferidos a E. coli TOP10. Los transformantes 
fueron seleccionados en placas conteniendo LBA suplementado con AMP (20 μg/ml) y 
KAN (30 μg/ml). Se realizó la extracción de plásmidos y se secuenciaron los mismos 
utilizando los oligonucleótidos del vector (M13-F y M13-R) y nuevos oligonucleótidos 
diseñados para tal fin (anexo III).  
25.2. Detección fenotípica de la expresión de los sistemas de eflujo 
La detección de la expresión de estos sistemas se llevó a cabo realizando la 
determinación de la CIM en medio sólido, según las normas del CLSI [149], en 
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presencia y en ausencia de 25 μg/ml de los inhibidores de sistemas de eflujo, 
fenil(Phe)-Arginil(Arg)-β-naftilamida (PAβN) y reserpina. Los antibióticos utilizados 
fueron: cloranfenicol (CHL), NAL, TMS, CAZ, CIP y norfloxacina (NOR). Se consideró 
sobreexpresión del sistema de eflujo cuando se produjo una reducción en dos o más 
diluciones de la CIM del antibiótico en presencia del inhibidor. Este ensayo se realizó 
para el aislamientos 38 y los transformantes obtenidos en el punto anterior (TOP 10 + 
pK19-axyABM). 
 
26. Aproximaciones empleadas para el estudio de brotes 
Se entiende por brote nosocomial a un aumento repentino del número de 
infecciones causadas, en este caso, por un microorganismo que se aísla de manera 
muy esporádica en el hospital. 
26.1. Identificación molecular de los aislamientos  
La ausencia de concordancia entre las características observables, morfológicas y/o 
metabólicas de los aislamientos en estudio y las correspondientes a las cepas tipo de 
cada especie, mostraron que los métodos fenotípicos no fueron suficientes para 
arribar a una identificación a nivel de especie en Achromobacter. Entre los métodos 
genotípicos de identificación se pueden mencionar el MLST propuesto por Spilker et al. 
[11] y los métodos que emplean dianas moleculares de Achromobacter spp. como la 
amplificación y secuenciación de los genes blaoxa [38, 168, 169] y nrdA [145]. 
En el primer estudio se incluyeron 7 aislamientos de Achromobacter recuperados de 
pacientes internados y 3 aislamientos recuperados de ampollas de anestésicos 
provenientes de un hospital de la Ciudad de Mar del Plata. En el segundo estudio se 
analizaron 7 aislamientos de muestras clínicas provenientes de un hospital de la 
Ciudad de Buenos Aires. 
Se realizó la amplificación del gen nrdA de acuerdo al protocolo especificado en 
anexo III. Los amplicones se purificaron utilizando el kit de purificación de productos 
de PCR AccuPrep® PCR Purification Kit (Bioneer) y se secuenciaron en ambas hebras 
usando un secuenciador de ADN ABI Prism 3700. Posteriormente, se asignaron los 
números correspondientes a cada tipo de alelo y se determinó la especie a la cual 
corresponde dicho alelo de acuerdo a http://pubmlst.org/achromobacter/. 
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Asimismo se llevó a cabo el esquema de MLST descripto por Spilker et al., de 
acuerdo a la metodología descripta previamente.  
26.2. Tipificación molecular de los aislamientos mediante amplificación al azar 
de ADN polimórfico (RAPD PCR) 
Las técnicas de tipificación basadas en la amplificación de ácidos nucleicos mediante 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se fundamentan en la amplificación de 
genes o secuencias de ADN polimórficas, la separación electroforética de los productos 
de amplificación y la comparación de los perfiles de bandas obtenidos para los 
distintos aislamientos. Estas técnicas son útiles para diferenciar grupos de cepas no 
relacionadas clonalmente, sin embargo el poder de discriminación es menor que el de 
la técnica de electroforesis de campo pulsado (PFGE). En la RAPD-PCR se utilizan uno o 
varios cebadores con secuencias de nucleótidos aleatorias y de corta longitud (8-12 
nucleótidos) que hibridan con regiones inespecíficas del genoma en condiciones de 
baja astringencia (Tm 36 a 45ºC, concentración de MgCl2 mayor a 2 mM). 
Con el fin de tipificar los aislamientos e inferir relaciones de clonalidad, se llevó a 
cabo la técnica RAPD-PCR. Para ello, se amplificaron por PCR fragmentos al azar de 
ADN cromosómico utilizando los oligonucleótidos (RAPD 7 y RAPD 270), la mezcla de 
reacción y las condiciones de ciclado presentados en el anexo III. Posteriormente, se 
realizó la electroforesis de los fragmentos amplificados en agarosa 1,5 % durante al 
menos 3 horas, con el fin de lograr una buena separación de las bandas. Los 
fragmentos se visualizaron mediante un sistema de documentación de imágenes, Gel 
Doc (Biorad). Para la construcción del dendrograma se empleó el programa TREECON 
[170]. 
26.3. Tipificación molecular mediante electroforesis de campo pulsado (PFGE: 
Pulse Field Gel Electrophoresis) 
PFGE es una técnica de tipificación molecular que presenta alta reproducibilidad y 
excelente poder de discriminación [171-174]. En esta técnica el genoma bacteriano es 
digerido con una enzima de restricción de corte poco frecuente y que genera 
aproximadamente entre 10 a 30 fragmentos de restricción. Los fragmentos resultantes 
pueden ser separados utilizando un equipo diseñado especialmente para cambiar en 
forma periódica la dirección de los campos eléctricos [174] y luego los patrones de 
restricción del ADN de los aislamientos en estudio son comparados entre sí. 
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En este estudio, los aislamientos de Achromobacter spp. fueron analizados por 
PFGE, empleando la enzima de restricción XbaI, tal como fue descripto por Mireille 
Cheron et al. [175] (Anexo II). Los productos fueron resueltos por electroforesis por 
20hs a 5,4 V/cm con pulsos entre 5 seg a 35 seg utilizando el equipo CHEF-DRIII (Bio-
Rad). Para la interpretación de los resultados se aplicaron los criterios propuestos por 
Tenover [174] y los aislamientos fueron clasificados en base a su pulsotipo. Para la 
construcción del dendrograma se empleó el programa TREECON [170]. 
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CAPITULO 2:  Sphingobacterium spp. 
Aislamientos bacterianos 
Se estudiaron 3 aislamientos de Sphingobacterium spp. que presentaban resistencia 
disociada a carbapenemes (resistentes a IPM y sensibles a MEM), recuperados de 
muestras clínicas durante el período 1999-2006 (Tabla 7). Se incluyó un aislamiento 
sensible a ambos carbapenemes (98S) como control. 
 
Tabla 7: Aislamientos de Sphingobacterium spp. incluidos en el estudio. 
 
Aislamiento Especie Sexo Edad Muestra clínica Datos clínicos relevantes 
98 S S. multivorum F 62 años 
Liquido biliar 
intraquirúrgico 
Colecistitis aguda. Aislado 
con Aeromonas caviae 
90 S. multivorum F 3 días Sangre 
Recién nacido pretérmino 
 
99 S. multivorum M 4 meses LCR 
Síndrome febril. Madre VIH 
positiva 
100 S. multivorum F 20 días Aspirado traqueal 
Recién nacido. Aislado con E. 
cloacae 
 
Estudio de las proteínas de membrana externa 
1. Análisis del perfil de las proteínas de membrana externa (OMPs) 
Se obtuvieron cultivos en 100 ml de caldo LB, incubados 18-24 hs. Se cosecharon las 
células por centrifugación a 8000 xg durante 20 min a 4ºC y se lavaron dos veces con 
10 ml de buffer PBS 20 mM, pH 7,4, en las mismas condiciones de centrifugación. El 
pellet se resuspendió en 2 ml del mismo buffer y se realizó la ruptura de las células por 
sonicación, utilizando el sonicador Vibra Cell (Sonics & Materials Inc, USA). Los restos 
celulares fueron removidos por centrifugación a 5000 xg durante 10 min a 4ºC. Los 
sobrenadantes se incubaron con buffer PBS conteniendo 2% de N-lauroylsarcosinato 
de sodio durante 30 min, a temperatura ambiente, con la finalidad de solubilizar las 
proteínas de la membrana externa. Las proteínas de la membrana externa se 
separaron por ultracentrifugación a 40000 xg durante 1 h a 4ºC. Las muestras fueron 
tratadas con buffer muestra de proteínas (4X) y sometidas a ebullición durante 5-10 
min a fin de solubilizar las proteínas. Finalmente, las muestras se centrifugaron 
durante 1 minuto a 13000 rpm en microcentrífuga y se resolvieron por electroforesis 
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en gel de poliacrilamida al 12%, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El gel 
fue teñido con azul brillante de Coomasie. El protocolo detallado se muestra en el 
anexo II. 
2. Selección de mutantes resistentes a imipenem.  
Se seleccionaron mutantes resistentes a IPM a partir del aislamiento sensible (98S), 
por pasajes sucesivos en medio líquido conteniendo concentraciones crecientes de 
dicha droga, hasta una concentración final de IPM de 8 μg/ml. A partir de dicho cultivo 
se sembraron 100 μl en una placa de LBA suplementada con 8 μg/ml de IPM y se 
seleccionaron las mutantes denominadas 98R. Se realizó la extracción de OMPs en las 
mismas condiciones que las especificadas en el punto anterior. De esta forma se 
analizó el perfil de proteínas de membrana de la mutante (98R) en comparación con el 
aislamiento sensible (98S). 
3. Resolución de las proteínas de membrana externa para su transferencia 
A partir de cultivos en 100 ml de caldo LB, incubados 18-24 h, se cosecharon las 
células por centrifugación a 8000 xg y se lavaron dos veces en buffer PBS 20 mM, pH 
7,4, con las mismas condiciones de centrifugación (anexo I). El pellet obtenido se 
resuspendió en 2 ml del mismo buffer. La ruptura de las células se realizó por 
sonicación, utilizando un sonicador Vibra Cell (Sonics & Materials Inc, USA) en las 
siguientes condiciones: 5 ciclos de 1 min al 50%, en hielo. Los restos celulares fueron 
removidos por centrifugación. Los sobrenadantes se incubaron en buffer PBS 
conteniendo 2% de N-lauroylsarcosinato de sodio durante 30 min a temperatura 
ambiente. Las proteínas de la membrana externa se separaron por centrifugación a 
4ºC. Los pellets fueron tratados con buffer muestra de proteínas (4X) y sometidas a 
baño de agua a 37ºC durante 10 min. Es importante en este punto no someter las 
muestras a 90ºC para que no se produzca el bloqueo del grupo amino terminal de las 
proteínas. Finalmente las muestras se resolvieron por electroforesis en gel de 
poliacrilamida al 10%, en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). Para lograr una 
buena transferencia a la membrana de PVDF se agregó ácido tioglicólico 
(mercaptoacético) 0,1 mM y SDS 0,2% al buffer empleado en la preparación del gel. 
4. Transferencia a membranas de PVDF (electroblotting) 
Una vez realizada la corrida electroforética se equilibró el gel de poliacrilamida 
durante 15 minutos con buffer de transferencia (anexo I). Se colocó la membrana de 
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PVDF 0,45 μm (Immobilon-P, Millipore) en metanol durante 10 segundos y luego se 
sumergió esta membrana, 4 trozos de papel Whatman y las esponjas en el buffer de 
transferencia al menos durante 15 min. Se realizó el armando del aparato para realizar 
la transferencia (Criterion Blotter BIO-RAD) de acuerdo al siguiente esquema: 
 
Se realizó la transferencia durante 3 hs a 200-250 mA y se procedió al teñido de la 
membrana con Coomassie G-250 (anexo I y II). 
5. Secuenciación del amino terminal de la proteína 
Se procedió a secuenciar el amino terminal por medio de un secuenciador de 
proteínas (Applied Biosystems). Esta técnica permite establecer la secuencia amino 
terminal de péptidos y proteínas mediante la degradación secuencial de Edman. Para 
realizar esta técnica se requieren aproximadamente 50-100 pmol de muestra pura 
(proteína/péptido), que puede estar en solución o electrotransferida a membrana de 
PVDF. En nuestro caso se procedió a la secuenciación a partir la proteína 
electrotransferida. 
6. Identificación de proteínas de membrana por espectrometría de masa 
Se realizó la identificación de una proteína de membrana externa por MALDI-TOF. 
Luego de la resolución de las proteínas de membrana externa por SDS-PAGE y su 
posterior visualización con azul brillante de Coomasie, se cortó el fragmento que 
contenía la proteína de interés para proceder a su identificación por el método de la 
“huella peptídica”. Dichos fragmentos fueron decolorados y deshidratados con 
acetonitrilo, para luego ser rehidratados con una solución de tripsina. La digestión 
proteica se llevó a cabo durante 18-24 h a 37ºC. Cada digerido se colocó sobre una 
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placa MALDI del equipo y fue procesado para la identificación. Se empleó un 
espectrómetro de masa ETTAN MALDI TOF mass spectrometer, Amersham Biosciences 
(Uppsala, Sweden). La identificación se llevó a cabo empleando la base de datos 
NCBInr, utilizando el algoritmo ProFound. 
(http://129.85.19.192/profound_bin/WebProFound.exe).
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CAPITULO 3:  Pseudomonas putida 
Aislamientos bacterianos 
Se incluyeron 3 aislamientos de P. putida recuperados de pacientes internados, en 
el periodo 2004-2007, que presentaron resistencia disociada a carbapenemes 
(resistencia a MEM y sensibilidad a IPM) (Tabla 8).  
 
Tabla 8: Aislamientos de P. putida incluidos en el estudio. 
 
Aislamiento Sexo Edad (años) Muestra clínica Datos clínicos relevantes 
174 M 78 Líquido peritoneal Ascitis. Cirrosis alcohólica 
217 M 64 Sangre Estenosis aórtica. Diabetes 
236 M 67 Bilis Pancreatitis aguda. CA de colon 
 
Ensayos fenotípicos y genotípicos de detección de la presencia 
de carbapenemasas 
Se emplearon los métodos descriptos previamente en los ítems 16 y 19.2 de 
materiales y métodos. 
 
Análisis de los sistemas de eflujo 
1. Detección fenotípica de la expresión de los sistemas de eflujo 
Para la detección de estos sistemas se realizó la determinación de la CIM por 
microdilución, según las normas del CLSI, en presencia y en ausencia de los inhibidores 
fenil(Phe)-Arginil(Arg)-β-naftilamida (PAβN) (50 μg/ml) y reserpina (50 µg/ml). Se 
empleó MEM como marcador de la presencia de sistemas de eflujo capaces de conferir 
resistencia al mismo. Se consideró la presencia de sobreexpresión del sistema de eflujo 
cuando se produjo una reducción en dos o más diluciones de la CIM en presencia del 
inhibidor. 
2. Detección de la presencia de la bomba de eflujo ArpABC  
Se detectó la presencia de arpB, uno de los genes codificantes de la bomba de eflujo 
ArpABC, en P. putida por medio de amplificación por PCR usando los cebadores arpF y 
arpR, y ADN extraído por lisis térmica como molde. La secuencia de los cebadores, la 
mezcla de reacción, y las condiciones de ciclado se detallan en el anexo III.  
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3. Análisis de los niveles de expresión de la bomba de eflujo ArpABC 
a) Extracción de ARN total 
Cultivos en caldo LB incubados 18-24 hs, se diluyeron con caldo LB estéril, hasta 
alcanzar una medida de DO600nm= 0,1. Estas diluciones fueron luego incubadas a 37ºC 
en agitación (200 rpm), y controladas espectrofotometricamente hasta alcanzar una 
DO600nm= 0,6. Posteriormente, 1 ml de cada cultivo se centrifugó por 2 min a 13000 xg 
en microcentrífuga. Este procedimiento se realizó por triplicado para cada cultivo, de 
forma de realizar tres extracciones de ARN independientes. La extracción de ARN se 
realizó con el kit comercial RNA Promega SV RNA Isolation System (Promega, Madison, 
WI), y siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras de ARN fueron 
conservadas hasta el momento de su uso a -70ºC. 
b) Obtención de ADNc: Reacción de retrotranscripción 
La síntesis de ADNc se realizó a partir de cada una de las tres extracciones de ARN 
obtenidas para cada aislamiento en estudio. Un μg de ARN total previamente extraído 
se incubó en presencia de 8 pmol de cebadores random, a 70ºC por 5 min y luego a 
4ºC por 5 min, en un volumen final de 5 μl. A continuación se agregó al tubo de 
reacción anterior 15 μl de una mezcla constituida por 4 μl de Buffer 5X, 2,4 μl de MgCl2 
25 mM, 1 μl de dNTPs mix (10mM cada uno), 20U de Recombinant RNasinR 
Ribonuclease inhibitor, 6,1 μl agua libre de nucleasa, y 1 μl de ImPromIITM Reverse 
Transcriptase. Todos los reactivos fueron provistos por Promega (Promega Madison, 
WI). Posteriormente las mezclas resultantes se sometieron a un ciclo de retro-
transcripción de 10 min a 25ºC, seguido de 60 min a 37ºC y un paso final de 15 min a 
70ºC para inactivar la enzima transcriptasa reversa. Para evaluar la presencia de ADN 
en la preparación de ARN, se realizó la misma reacción que para las muestras, pero sin 
el agregado de la transcriptasa reversa. 
c) Determinación del nivel de expresión de arpABC por PCR en tiempo real 
La medición del nivel de expresión se llevó a cabo con la molécula fluorescente, 
SYBR Green I, bajo las instrucciones del fabricante del kit comercial LightcyclerR DNA 
Master SYBR Green I (Roche Applied Science, Germany). La amplificación, 
cuantificación y análisis se realizó por triplicado utilizando el equipo y programa 
Lightcycler (Roche Molecular Biochemicals, version 3.5). Para disminuir el error debido 
a la variabilidad en la eficiencia de la extracción, manipulación o la calidad del ARN, se 
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normalizaron los datos obtenidos con respecto a un gen de referencia interno, ADNr 
16S. Los cebadores utilizados (ArpB F y ArpB R) y las condiciones de reacción se 
describen en el anexo III. Para la determinación de los niveles basales de expresión se 
utilizó un aislamiento de P. putida sensible a carbapenemes. Los resultados fueron 
analizados según el método de 2 ΔΔCT [176]. 
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CAPITULO 1:  Achromobacter spp. 
Aislamientos bacterianos grupo 1 
1. Identificación de los microorganismos por pruebas bioquímicas 
La identificación de los microorganismos en estudio por pruebas bioquímicas 
convencionales resultó engorrosa y la observación de los resultados en muchos casos 
fue subjetiva. Cabe mencionar que estos aislamientos habían sido inicialmente 
identificados por pruebas bioquímicas convencionales y remitidos a nuestro 
laboratorio como A. xylosoxidans. En el presente estudio se incluyeron pruebas 
bioquímicas para BGNNF como oxidación de glucosa, maltosa, sacarosa, manitol, xilosa 
y lactosa, reducción de nitrato a nitrito/N2, e hidrólisis de urea, esculina y arginina, 
entre otras. Los resultados de los ensayos de oxidación de los diferentes azúcares 
fueron coincidentes con A. xylosoxidans, mientras que los de desnitrificación 
resultaron variables. Los resultados de la hidrólisis de urea, esculina y arginina si bien 
fueron coincidentes con A. xylosoxidans también lo fueron con otras especies de 
Achromobacter, siendo útiles para identificar a nivel de género pero no así de especie. 
Se evaluó la oxidación de otros azúcares como glicerol, L-arabinosa, D-arabinosa y 
galactosa ya que son considerados más apropiados para discriminar entre especies de 
Achromobacter [7]. Los resultados de estos ensayos fueron coincidentes con A. 
xylosoxidans en 20 de los aislamientos incluidos, mientras que en 8 fueron variables. 
Asimismo, se ensayó el crecimiento en acetamida ya que algunos autores proponen 
que no todas las especies del género dan positiva esta prueba, lo cual facilitaría la 
identificación a nivel de especie [9]. Sin embargo, en nuestro trabajo 27 de los 
aislamientos presentaron resultados positivos para esta prueba por lo que no resultó 
útil en la identificación. 
Con los resultados de los ensayos expuestos en este apartado, fue posible 
identificar 20 aislamientos como A. xylosoxidans ya que los mismos fueron 
coincidentes con la cepa control A. xylosoxidans ATCC 27061. En cambio los resultados 
obtenidos en 8 aislamientos (39, 39, 67, 79, 80, 114, 319, 336) no fueron concluyentes 
(Tabla 9). Esto motivó la realización de otros ensayos fenotípicos, cuyos resultados se 
presentan en las siguientes secciones. 
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Tabla 9: Identificación de Achromobacter spp. por pruebas bioquímicas convencionales 
        Aislamientos Clínicos Cepas Control.  (Yabuuchi, Kawamura et al. 1998) 
Pruebas Bioquímicas Axa 38 39 67 79 80 114 336 319 
A. xylosoxidans A. denitrificans A. ruhlandii A. piechaudii 
ATCC 27061 ATCC 15173 ATCC 15749 ATCC 43552 
Oxidación de              
  glucosa + + + + + + + - + + - (+) - 
 lactosa - - - - - - - - - - - - - 
  galactosa + - - - + - + - - + - - - 
 maltosa - - - - - - - - - - - - - 
  sacarosa - - - - - - - - - - - - - 
 fructosa - - - - - - - - - - - - - 
  manitol - - - - - - - - - - - - - 
 xilosa + + + + + + + - + + - (+) - 
  glicerol (+) - - (+) (+) + (+) + - (+) (+) - - 
 L-arabinosa - + - + - + - - + - - (+) - 
  D-arabinosa (+) + - - - + - + + (+) - + - 
Crecimiento en acetamida + + + + + - + + + ne ne ne ne 
Hidrólisis de urea - - - - - - - - - - - - - 
Hidrolisis de esculina  - - - - - - - - - - - - - 
Reducción de Nitrato  + + + + + + + + + + + + + 
Reducción de Nitrito + - - - + - + - - + + - - 
Hidrólisis de arginina  - - - - - - - - - - - - - 
 
+, positivas; (+), reacción tardía; -, negativa; aaislamientos clínicos identificados como A. xylosoxidans (n=20): 11, 22, 44, 56, 69, 72, 77, 81, 82, 90, 91, 92, 
93, 126,144, 210, 225, 247, 281, 304; ne: no evaluada en referencia [7]. 
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2. Identificación de los microorganismos por sistemas 
comerciales (API 20NE) 
En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos en las galerías 
comerciales, API 20 NE, en todos los aislamientos de Achromobacter incluidos en el 
estudio (Tabla 10). 
 
Tabla 10: Identificación por galerías comerciales, sistema API 20NE 
 
Aislamientos Clínicos   Bio-código Identificación 
Aislamientos Axa n:10 1042477 A. xylosoxidans 99.9 % 
(n:20) n:7 1042467 A. xylosoxidans 99.9 % 
  n:3 1040477 A. xylosoxidans 94.5 % 
aislamiento 38  1042465 A. xylosoxidans 92.2 % 
aislamiento 39  1042465 A. xylosoxidans 92.2 % 
aislamiento 67  1040467 A. xylosoxidans 89.4 % 
aislamiento 79  1042477 A. xylosoxidans 99.9 % 
aislamiento 80  1000465 A. denitrificans 46.7 % 
aislamiento 114  1042477 A. xylosoxidans 99.9 % 
aislamiento 319  1042467 A. xylosoxidans 99.9 % 
aislamiento 336   1042467 A. xylosoxidans 99.9 % 
 
a aislamientos clínicos identificados como A. xylosoxidans (n=20): 11, 22, 44, 56, 69, 72, 77, 
81, 82, 90, 91, 92, 93, 126, 144, 210, 225, 247, 281, 304. 
 
La mayoría de los aislamientos fueron identificados como A. xylosoxidans 
presentando un porcentaje de identidad del 99,9%, a excepción de algunos que 
presentaron porcentajes entre 89,4 y 92,2%. Un aislamiento fue identificado como A. 
denitrificans pero con un porcentaje de identidad muy bajo. 
Los 20 aislamientos que en el apartado anterior habían sido identificados como A. 
xylosoxidans correspondieron a esta especie con altos porcentajes de identificación. 
Sin embargo, 7 de los aislamientos que no pudieron ser identificados en los ensayos 
previos correspondieron según este ensayo a A. xylosoxidans, presentando 4 de ellos 
un porcentaje de identificación de 99,9%. 
Con respecto a los métodos empleados, si bien se incluyeron ensayos como 
crecimiento en acetamida u oxidación de galactosa [9], los cuales habían sido 
propuestos para discriminar las diferentes especies de Achromobacter, en este estudio 
no permitieron arribar a la identificación a nivel de especie en todos los casos. Cabe 
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mencionar que muchos ensayos resultaron engorrosos en cuanto a la interpretación 
de los resultados e incluso presentaron variaciones en estudios repetidos. Por otro 
lado, evidenciamos que no todos los aislamientos de una misma especie presentan 
resultados uniformes frente a un mismo ensayo. Todo esto representa un gran 
inconveniente al momento de asignar un resultado a una prueba, conduciendo a 
identificaciones confusas. 
Los métodos tradicionales basados en pruebas bioquímicas son ampliamente 
utilizados en el laboratorio de microbiología clínica para la identificación de diversos 
tipos de microorganismos, sin embargo, a partir de los resultados obtenidos se puede 
observar que para el género Achromobacter éstos resultan insuficientes para lograr 
una identificación confiable y definitiva de las especies del género. 
 
3. Identificación de los microorganismos por MALDI-TOF 
Se realizó la identificación de los 8 aislamientos de Achromobacter spp. (38, 39, 67, 
79, 80, 114, 319 y 336) que no pudieron ser identificados en forma fehaciente por las 
pruebas bioquímicas realizadas en los puntos anteriores. Los resultados obtenidos se 
pueden observar en la tabla 11. 
 
Tabla 11: Identificación de los aislamientos por medio de espectrometría de masas, MALDI-
TOF. 
  MALDI-TOF   
Aislamientos  Score MALDI-TOF ID MALDI-TOF 
38 2,264 A. xylosoxidans 
39 2,264 A. xylosoxidans 
67 2,285 A. xylosoxidans 
79 2,048 A. xylosoxidans 
80 2,224 A. xylosoxidans 
114 2,048 A. xylosoxidans 
319 1,996 A. xylosoxidans 
336 2,010 A. xylosoxidans 
 
Los 8 aislamientos fueron identificados como A. xylosoxidans. En la mayoría de los 
casos se obtuvo un score mayor o igual a 2, lo que indica que la identificación es 
confiable a nivel de género y probable a nivel de especie, a excepción de 1 aislamiento 
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(319) donde se obtuvo un score menor de 2, lo cual indica una identificación probable 
a nivel de género.  
Se evidencia que esta técnica logra identificar correctamente a nivel de género pero 
no así, de manera certera, a nivel de especie. Tal como se mencionó con anterioridad, 
la huella peptídica obtenida, que es única para cada microorganismo, es comparada 
con las huellas de microorganismos conocidos presentes en la base de datos. De tal 
modo, la huella problema se puede asociar estadísticamente con la huella más 
semejante y lograr así la identificación del microorganismo. Es posible inferir que el 
hecho de no haber arribado a una identificación certera se deba a que la base de datos 
con la cual se comparan los resultados obtenidos no resulta en la actualidad completa 
para las diferentes especies que conforman el género Achromobacter. También podría 
deberse a que los perfiles que se obtienen para las diferentes especies del género 
resultan ser muy similares y no logren discriminar entre ellas. Este hecho podrá ser 
evaluado a medida que se incorporen en la base de datos un mayor número de 
aislamientos correspondientes a las diferentes especies, debidamente identificados. 
 
4. Determinación del perfil electroforético de proteínas totales 
por SDS-PAGE 
Se compararon los perfiles de proteínas totales de 5 de los aislamientos que no 
pudieron ser identificados de manera certera por otras técnicas fenotípicas. Estos 
presentaron idéntico patrón de bandas proteicas entre sí y a su vez, diferentes al 
observado para la cepa de referencia de A. xylosoxidans (Figura 13). Si bien esta 
técnica no permitió la identificación de dichos microorganismos, los resultados 
obtenidos permiten sospechar que éstos podrían corresponder a una misma especie, 
diferente de A. xylosoxidans. 
Son escasos los reportes en la bibliografía donde se haya aplicado esta técnica en 
aislamientos de Achromobacter. En el 2003, Coenye et al. utilizaron el perfil de 
proteínas totales para separar algunos aislamientos de Achromobacter en diferentes 
clusters, observando que los aislamientos de una misma especie comparten patrones 
de bandas similares [9]. En este sentido, resultaría interesante comparar los perfiles 
proteicos de un mayor número de aislamientos correspondientes a diferentes especies 
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del género Achromobacter, correctamente identificadas, de manera de dilucidar si los 
mismos resultan característicos para cada especie.  
 
 
Figura 13: Perfiles de proteínas totales resueltos por SDS-PAGE al 12 % 
 
5. Extracción de ADN  
Se logró extraer en forma adecuada el ADN cromosómico de cada aislamiento. Se 
chequeó la integridad estructural de dicho material genético mediante electroforesis 
en gel de agarosa 0,8%. En todos los casos se observó cerca del punto de siembra una 
sola banda, íntegra, no degradada. Este ADN resultó óptimo para los posteriores 
ensayos. 
No se pudieron obtener plásmidos, al menos por la técnica empleada.  
 
6. Amplificación y secuenciación del gen ADNr 16S 
En los 28 aislamientos incluidos en el estudio se amplificó el gen ADNr 16S, 
observándose una banda única de aproximadamente 1500 pb.  
Las secuencias correspondientes a los amplicones obtenidos para cada aislamiento 
fueron comparadas con las bases de datos, empleando la herramienta BLAST del NCBI. 
En todos los casos se evidenció más de un 99% de identidad con secuencias 
depositadas correspondientes a varias especies de Achromobacter. Esta técnica 
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permitió confirmar que los aislamientos correspondían a Achromobacter spp. pero no 
así identificar los mismos a nivel de especie. 
A pesar que la identificación por amplificación y secuenciación del ADNr 16S ha sido 
descripta para numerosas especies de BGNNF [177], este método no resultó de 
utilidad en el presente estudio ya que no permitió discriminar entre las distintas 
especies de Achromobacter. Asimismo, cabe mencionar que en las bases de datos no 
se encuentran depositadas las secuencias de todas las especies de Achromobacter 
descriptas hasta el momento. Y además, debido a la dificultad en la identificación a 
nivel de especie que presenta este género, muchas de las secuencias depositadas 
podrían no estar identificadas en forma adecuada y hallarse incluidas en la base de 
datos como A. xylosoxidans a pesar de tratarse de otras especies.  
 
7. Análisis por “Multilocus sequence typing” (MLST) 
Se llevó a cabo el esquema propuesto por Spilker et al. [11] en los 8 aislamientos 
que no pudieron ser identificados de manera certera por otras técnicas fenotípicas (38, 
39, 67, 79, 80, 114, 319 y 336). Se obtuvieron amplicones compatibles al tamaño 
esperado para todos los aislamientos estudiados. A modo de ejemplo se muestra en la 
figura 14 los amplicones obtenidos para el aislamiento 38. 
 
 
Figura 14: Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos génicos amplificados para el 
aislamiento 38. 
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Se compararon las secuencias de los respectivos amplicones con la base de datos de 
MLST para Achromobacter (http://pubmlst.org/achromobacter/). 
Para el aislamiento 79 se obtuvo un perfil alélico compatible con A. insuavis ST 64, 
mientras que el aislamiento 319 correspondió a A. ruhlandii ST 43. Los perfiles alélicos 
se muestran en la tabla 12. 
 
Tabla 12: Perfil alélico para los aislamientos 79 y 319 
 
Aislamiento Gen Alelo ST  Especie 
79 
nusA 28 
64 A. insuavis 
rpoB 52 
eno 20 
gltB 18 
lepA 57 
nuoL 23 
nrdA 19 
319 
nusA 19 
43 A. ruhlandii 
rpoB 33 
eno 5 
gltB 15 
lepA 47 
nuoL 19 
nrdA 12 
 
Las secuencias de los fragmentos amplificados de eno, lepA y nrdA para los 
aislamientos 38, 39, 67 y 80 fueron idénticas entre sí para los diferentes genes y 
correspondieron a nuevas variantes alélicas (Anexo IV). Estos nuevos alelos fueron 
depositados en la base de MLST para Achromobacter y se les asignaron los números 
correspondientes a dichos alelos y al ST resultante (Tabla 13).  
Al analizar los resultados obtenidos para los aislamientos 114 y 336 se encontraron 
nuevas variantes alélicas para rpoB y eno, y para nusA y lepA respectivamente (Anexo 
IV). Estos nuevos alelos fueron depositados en la base de datos del MLST para 
Achromobacter y se asignaron los números correspondientes a los alelos y a los ST 
(Tabla 13). 
Se intentó arribar a la identificación a nivel de especie de los aislamientos 38, 39, 
67, 80, 114 y 336, y confirmar los resultados obtenidos para los aislamientos 79 y 319, 
empleando otra estrategia. La misma consistió en comparar las secuencias 
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correspondientes a los concatenados (2.254 nucleótidos) de los fragmentos génicos 
amplificados con los concatenados correspondientes a todos los Achromobacter spp. 
que se encontraban incluidos en la base de datos de MLST (142 secuencias). 
El dendrograma obtenido por Máxima Verosimilitud se muestra en la figura 15. El 
mismo árbol se obtuvo cuando se aplicó el método de distancias.  
En base al análisis filogenético realizado, los aislamientos 38, 39, 80, 67 y 319 
fueron asignados como A. ruhlandii, 336 como A. dolens y los aislamientos 79 y 114 
como A. insuavis. Se procedió posteriormente a la asignación de nuevos ST para las 
especies identificadas y al depósito de los mismos en la base de datos. 
Con esta última estrategia fue posible identificar aquellos aislamientos cuyos 
resultados no habían sido concluyentes por otras técnicas. En la tabla 13 se resumen 
los resultados obtenidos por MLST para estos aislamientos. 
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Tabla 13: Alelos y secuenciotipo asignados para cada aislamiento 
 
Aislamiento Gen Alelo ST  Especie 
38 
nusA 17 
148 A. ruhlandii 
rpoB 32 
eno 74 
gltB 7 
lepA 80 
nuoL 19 
nrdA 73 
39 
nusA 17 
148 A. ruhlandii 
rpoB 32 
eno 74 
gltB 7 
lepA 80 
nuoL 19 
nrdA 73 
67 
nusA 17 
148 A. ruhlandii 
rpoB 32 
eno 74 
gltB 7 
lepA 80 
nuoL 19 
nrdA 73 
80 
nusA 17 
148 A. ruhlandii 
rpoB 32 
eno 74 
gltB 7 
lepA 80 
nuoL 19 
nrdA 73 
114 
nusA 28 
165 A. insuavis 
rpoB 78 
eno 75 
gltB 18 
lepA 57 
nuoL 23 
nrdA 19 
336 
nusA 74 
164 A. dolens 
rpoB 34 
eno 28 
gltB 7 
lepA 81 
nuoL 8 
nrdA 9 
 
En negrita se indican los nuevos alelos descriptos en este trabajo 
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Figura 15: Dendrograma obtenido por Máxima Verosimilitud a partir del concatenado de los 7 genes conservados para 142 Achromobacter spp. en base de 
datos y de los aislamientos en estudio.  
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El MLST es una técnica que se aplica principalmente a estudios de epidemiología 
“global”. Esta técnica permite identificar clones pertenecientes a una misma especie, y 
de esta manera conocer los clones circulantes en una región determinada, así como 
detectar la emergencia de clones exitosos distribuidos de manera global. En este 
estudio, esta metodología resultó útil en la identificación de las bacterias del género 
Achromobacter a nivel de especie, resultando más adecuado que el método genotípico 
realizado previamente, amplificación y secuenciación del gen ARNr 16S. En algunos 
casos la determinación del perfil alélico y el consecuente ST fue suficiente para 
identificar la especie en estudio, mientras que en otros casos fue necesario recurrir a la 
construcción de las secuencias concatenadas y su posterior análisis filogenético.  
En un futuro, la incorporación de nuevos registros a la base de datos de MLST de 
Achromobacter, permitirá que esta técnica sea no solo una herramienta útil en la 
identificación sino también en la tipificación de aislamientos de una misma especie. 
A pesar de resultar útil, cabe destacar que este método no es accesible para los 
laboratorios clínicos, tanto por la complejidad de la técnica en sí misma así como por 
los costos que insume su realización. Este hecho motivó a la búsqueda de nuevas 
técnicas genotípicas que permitan identificar estas bacterias de manera rápida y más 
accesible, fundamentalmente en pacientes fibroquísticos. 
 
8. Detección y caracterización de blaOXA-114 
Se realizó la amplificación y secuenciación del gen que codifica para la enzima OXA-
114, utilizando los oligonucleótidos descriptos por Turton et al. [38]. En todos los 
aislamientos incluidos se obtuvo amplificación positiva para el gen blaOXA-114. En los 20 
aislamientos identificados en los estudios precedentes como A. xylosoxidans se 
observó la presencia de los genes codificantes de las enzimas OXA-114-a, -c, -e, -f, -g, -i 
y –l, previamente descriptas [38], siendo la variante f la más prevalente (n=7). A su vez, 
se identificaron 10 alelos nuevos de blaOXA-114, 9 de los cuales correspondieron a 
mutaciones sinónimas, mientras que 1 de ellos codifica para una nueva variante 
enzimática asignada como OXA-114o (Tabla 14, Figuras 16 y 17). La secuencia parcial 
de la nueva variante (blaOXA-114o) identificada en este estudio fue depositada en base 
de datos (JX306686.1.). 
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Tabla 14: Variantes alélicas de blaOXA-114 identificadas en los distintos aislamientos de A. 
xylosoxidans incluidos en el estudio 
Aislamiento 
Comparación de secuencias 
Secuencia en estudio (AN) 
Identidad 
Nucleotídica/Identidad 
aminoacídica (%) 
Diferencias Nucleotídicas 
/mutaciones 
sinónimas/mutaciones 
no sinónimas en cada 
variante alélica respecto 
de la secuencia más 
cercana 
Diferencias Nucleotídicas 
/mutaciones 
sinónimas/mutaciones no 
sinónimas en cada 
variante alélica contra 
blaOXA-114a 
Variantes 
alélicas de 
β-
lactamasa 
AX11 
HM368376 
100/100 
0/0/0 8/4/4 Oxa-114g 
AX22 
JX206450 
99/100 
2/2/0 8/5/3 Oxa-114i 
AX44 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX56 
HM368376 
100/100 
0/0/0 8/4/4 Oxa-114g 
AX69 
JX206453 
100/100 
0/0/0 3/2/1 Oxa-114l 
AX72 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX77 
HM056041 
99/100 
2/2/0 3/1/2 Oxa-114c 
AX81 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX82 
JX206453 
99/100 
2/2/0 3/1/2 Oxa-114l 
AX90 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX91 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX92 
HM104634 
99/100 
3/3/0 5/3/2 Oxa-114e 
AX93 
JX206453 
99/100 
2/2/0 3/2/1 Oxa-114l 
AX126 
HM056041 
98/100 
10/10/0 13/11/2 Oxa-114c 
AX144 
HM056041 
99/100 
3/3/0 4/2/2 Oxa-114c 
AX210 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX225 
HM368375 
100/100 
0/0/0 2/1/1 Oxa-114f 
AX247 
EU188842 
99/100 
1/1/0 1/1/0 Oxa-114a 
AX281 
JX206450 
99/100 
4/4/0 8/5/3 Oxa-114i 
AX304 
JX306686 
99/99 
6/5/1 10/6/4 Oxa-114o 
En negrita se indica la nueva variante alélica identificada en este estudio y el número de 
acceso. AN: accession number  
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Se procedió a alinear y comparar la secuencia aminoacídica de la nueva variante con 
respecto a OXA-114a (Figura 16). En OXA-114o se observó una sustitución 
aminoacídica A169D, en el motivo EQLAF. En esta variante, se observaron los motivos 
característicos de -lactamasas de clase D: la tétrada de serina-treonina-fenilalanina-
lisina (motivo STFK) en el sitio activo de la enzima y los motivos conservados típicos de 
tirosina-glicina-asparagina (YGN) y serina-valina-valina (SVV) [37, 178].  
Posteriormente, se realizó un alineamiento de las variantes de OXA-114 descriptas 
hasta el momento y se construyó un dendrograma con el método de Neighbor-Joining 
(Figura 17). En el mismo se puede observar que todas las variantes de OXA-114 se 
agrupan en el mismo clado con un alto grado de confiabilidad por observarse valores 
de bootstrap elevados.  
 
Figura 16: Comparación de la secuencia aminoacídica de la nueva variante descripta en este 
estudio y OXA-114a utilizada como referencia (EU188842.1). En negrita se representan los 
dominios conservados de las -lactamasas de clase D (STFK, YGN, SVV, EQLAF y WIISSLRIS). 
Sombreados se muestran los cambios en la secuencia de aminoácidos respecto de OXA-114a.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
RESU LTADOS Y  D ISCUSIÓ N  
 
101 
 
Figura 17: Dendrograma de las variantes de OXA-114 construido con el método de 
Neighbor-Joining. 
 
 
Con respecto a los 5 aislamientos identificados en los estudios precedentes como A. 
ruhlandii (38, 39, 67, 80, 319), si bien se obtuvieron amplicones del tamaño esperado, 
las secuencias nucleotídicas de los fragmentos amplificados presentaron entre 56-58 
sustituciones respecto de blaoxa-114a (menos del 90% de identidad), y entre sí 
presentaron un 99% de identidad. Dichos cambios se tradujeron en 15 sustituciones 
aminoacídicas en OXA-114a, correspondiendo a una nueva enzima de tipo OXA. Esta 
variante no estuvo presente en ningún aislamiento de A. xylosoxidans. 
Para elucidar la secuencia completa del gen blaoxa detectado en los aislamientos de 
A. ruhlandii se llevaron a cabo las técnicas de PCR inversa y TAIL-PCR. Tal como se 
explicó en la sección de materiales y métodos, ambas técnicas resultaron de utilidad 
para el análisis de fragmentos de ADN adyacentes a las secuencias conocidas. A partir 
de los ensayos de TAIL-PCR realizados se obtuvieron varios amplicones, los cuales 
fueron secuenciados. Una de las secuencias correspondió al fragmento buscado, 
permitiendo determinar la secuencia completa del gen, la cual fue depositada en base 
de datos: EMBL HE614014.1. La nueva enzima fue asignada con el nombre OXA-258a y 
estuvo presente en los aislamientos de A. ruhlandii 38, 39, 67 y 80. La secuencia 
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completa de esta nueva β-lactamasa difiere de la enzima OXA-114a en 40 
aminoácidos, correspondiendo a un 85% de identidad (Figura 18). Asimismo, en el 
aislamiento 319 se encontró una variante alélica de esta enzima, que difiere en un 
aminoácido, la cual fue denominada OXA-258b y cuyo gen codificante fue depositado 
en el GenBank con el número de acceso EMBL HF562855.  
Con respecto a los aislamientos identificados en los estudios precedentes como A. 
insuavis (79 y 114) y como A. dolens (336), se obtuvieron amplicones del tamaño 
esperado. El análisis de las secuencias de los fragmentos amplificados mostró un 87-
89% de identidad respecto blaOXA-114a, presentando cambios en 15-28 aminoácidos con 
respecto a OXA-114a. La amplificación por PCR empleando los cebadores ENT-F y AXX-
R (Anexo III) permitió determinar las secuencias completas de estos genes.  
La enzima tipo OXA encontrada en el aislamiento A. insuavis 114 presentó 97% de 
identidad con la enzima OXA-243, previamente descripta [179], presentando 5 
sustituciones aminoacídicas con respecto a OXA-243a. Se le asignó el nombre de OXA-
243e y fue depositada en base de datos con el número de acceso JX306688. La enzima 
encontrada en A. insuavis 79 correspondió a OXA-243a.  
Con respecto al aislamiento A. dolens 336 se obtuvo una nueva enzima tipo OXA 
que presentó 26 sustituciones aminoacídicas con respecto a OXA-243a (90% de 
identidad) y fue designada con el nombre OXA-364 (JX306689) (Figura 19). 
La enzima OXA-243 y sus variantes (a, b, c y d) fueron inicialmente descriptas por 
Amoureux et al. en A. xylosoxidans [179]. Sin embargo, al verificar las técnicas que se 
utilizaron en dicha investigación para la identificación de los aislamientos de 
Achromobacter, se pudo observar que solo emplearon la técnica de amplificación del 
ADN que codifica para el ARNr 16S. Como se mencionó previamente, esta técnica no 
resulta de utilidad para lograr una correcta identificación de especies de 
Achromobacter e incluso no se encuentran depositadas en la base de datos las 
secuencias de todas las especies de este género descriptas hasta el momento. Por tal 
motivo, dichos aislamientos podrían no corresponder A. xylosoxidans sino tratarse de 
A. insuavis, tal como lo planteamos en este trabajo. 
Asimismo, como parte de otro estudio realizado en colaboración con la Cátedra de 
Higiene de la Facultad de Farmacia y Bioquímica (UBA) se estudió un aislamiento 
ambiental (denominado PCA) aislado de un efluente de una compañía farmacéutica 
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[180]. El aislamiento fue identificado empleando las técnicas feno y genotípicas 
previamente explicadas y correspondió a A. insuavis. En este aislamiento se encontró 
un nuevo alelo de la enzima OXA-243, el cual fue denominado OXA-243f. Esto refuerza 
la hipótesis de que las enzimas tipo OXA-243 serían ubicuas de la especie A. insuavis. 
  
Figura 18: Alineamiento de las variantes de la enzima OXA-114 y de las variantes de OXA-258 identificadas en los aislamientos de A. ruhlandii, 
descriptas en el presente trabajo. 
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Figura 19: Alineamiento de la enzima OXA-114a y de las enzimas identificadas en el presente trabajo: OXA-243a y OXA-243e de A. insuavis y OXA-364 
de A. dolens. 
En negrita se representan los dominios conservados de las -lactamasas de clase D (STFK, YGN, SVV, EQLAF KTG y WIISSLRIS). Sombreados se 
muestran los cambios en la secuencia de aminoácidos. 
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A partir de la secuencia de distintas enzimas de tipo OXA depositadas en base de 
datos y las descriptas en este trabajo de tesis, se realizó el alineamiento y se obtuvo un 
dendrograma por Máxima Verosimilitud, el cual se representa en la figura 20. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20: Dendrograma realizado por máxima verosimilitud a partir de secuencias de 
diferentes enzimas tipo OXA. 
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Tal como puede observarse en la figura 20, este método logró la separación de las 
enzimas en tres clusters diferentes. Todas las variantes de OXA-114 permanecieron 
agrupadas formando parte de un mismo clado con un alto soporte en dichas ramas. Lo 
mismo puede observarse con las variantes de OXA-243 y OXA-258. Sin embargo hay 
que destacar que dentro del cluster de OXA-114 se evidencian politomías, lo cual 
indica que el método no logra resolver dichas ramas en forma adecuada, es decir, no 
es capaz de discriminar correctamente algunas de las variantes enzimáticas de OXA-
114. Asimismo, se probó “enraizar” y “desenraizar” en diferentes ramas y en todos los 
casos continuó el mismo agrupamiento en tres clusters. 
 
Con lo analizado hasta el momento podemos observar que tanto a partir de los 
aislamientos de A. xylosoxidans como de los de A. ruhlandii, A. insuavis y A. dolens se 
logró amplificar un fragmento de tamaño compatible al esperado para blaOXA-114, 
propuesto como especie específico de A. xylosoxidans [38]. Sin embargo cuando se 
analizaron las secuencias nucleotídicas de los amplicones obtenidos a partir de A. 
ruhlandii, A. insuavis y A. dolens se identificaron genes codificantes de nuevas enzimas 
de tipo OXA. Si bien es necesario contar con un mayor número de aislamientos de cada 
una de estas especies, que permitan confirmar esta hipótesis, los resultados obtenidos 
indican que las enzimas serían ubicuas y específicas. Dado que las mismas estuvieron 
presentes en todos los aislamientos de una misma especie pero no en el resto de las 
especies ensayadas, constituirían un posible marcador para la identificación de las 
diferentes especies de Achromobacter. Los resultados fueron concluyentes en cuanto a 
que la amplificación por PCR propuesta por Turton et al. para identificar A. 
xylosoxidans puede llevar a una identificación errónea si no se determina la secuencia 
de dicho amplicón.  
 
9. Estudios de sensibilidad a los antimicrobianos 
Se estudió la sensibilidad antibiótica de todos los aislamientos de Achromobacter 
incluidos en el estudio. En este género, se ha reportado resistencia innata a muchos 
antibióticos, incluyendo a las cefalosporinas (a excepción de CAZ), aztreonam y algunos 
aminoglucósidos. Asimismo se han observado aislamientos con resistencia adquirida a 
CAZ, CIP y carbapenemes [181]. En nuestro estudio, los aislamientos fueron resistentes 
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a quinolonas y aminoglucósidos, mostrando la resistencia natural que presentan las 
especies de este género, si bien el mecanismo aún no se conoce de manera completa. 
Los antibióticos más activos fueron PIP, TZP y los carbapenemes. Con TMS se observó 
sensibilidad en el 50% de los aislamientos estudiados. Por el contrario, más del 90% de 
los aislamientos presentaron resistencia a colistin (Tabla 15). 
 
Tabla 15: Sensibilidad antibiótica de Achromobacter spp. incluidos en el estudio 
ANTIBIOTICO CIM50
a (µg/ml) CIM90
a (µg/ml) Rango (µg/ml) 
CEFTAZIDIMA 8 16 1 – 256 
CEFEPIME 32 128 4 – 256 
PIPERACILINA 0.5 4 0.06 – 256 
PIPERACILINA/TAZOBACTAM 0.5 4 0.06 -32 
IMIPENEM 1 4 0.5 – 256 
MEROPENEM 0.125 1 0.016 – 8 
ERTAPENEM 0.125 16 0.03 – 32 
CIPROFLOXACINA 4 16 0.5 - ≥64 
GATIFLOXACINA 4 32 0.5 - ≥64 
LEVOFLOXACINA 4 16 0.5 - ≥64 
MOXIFLOXACINA 4 64 0.5 – 64 
AMIKACINA 128 256 4 - ≥256 
GENTAMICINA 64 256 4 - ≥256 
TRIMETOPRIMA-SULFAMETOXAZOL  0.25 32 0.03 – 128 
TETRACICLINA 64 256 2 – 256 
DOXICICLINA 16 32 ≤0.125 – 64 
MINOCICLINA 2 16 0.03 – 128 
COLISTIN 8 64 ≤0.125- ≥256 
aCIM50 y CIM90 definidas como la mínima concentración de antibiótico capaz de inhibir el 50% y 
el 90% de los aislamientos ensayados, respectivamente. 
 
En la tabla 16 se puede observar la sensibilidad antibiótica de aquellos aislamientos 
resistentes a carbapenemes, cuyo impacto clínico resulta muy relevante.  
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Tabla 16: Concentración inhibitoria mínima (CIM) de los -lactámicos, expresada en µg/ml 
de los aislamientos resistentes a carbapenemes 
 
Aislamiento Especie CAZ FEP PIP TZP IPM MEM ERTA 
38 A. ruhlandii 4 32 32 16 256 64 128 
39 A. ruhlandii 4 64 32 32 32 64 128 
80 A. ruhlandii 4 64 256 128 32 32 64 
281 A. xylosoxidans 4 64 256 256 64 64 64 
CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; PIP: piperacilina; TZP: piperacilina/tazobactam; IPM: 
imipenem; MEM: meropenem; ERTA: ertapenem 
 
10. Ensayos fenotípicos de detección de la presencia de -
lactamasas 
Detección de BLEE 
En los ensayos de detección fenotípica de BLEE por sinergia de doble disco no se 
evidenció la presencia de este tipo de enzimas en ninguno de los aislamientos 
ensayados (aislamientos 38, 39, 80, 281). No se observó incremento en la zona de 
inhibición del disco conteniendo CAZ o FEP en zona adyacente al disco conteniendo 
CAZ/CLA (“efecto huevo”). 
Detección de carbapenemasas de clase B 
En los ensayos de detección fenotípica de carbapenemasas de clase B (MBLs) no se 
observó efecto sinérgico entre los discos conteniendo EDTA y los carbapenemes. En 
concordancia, no se observó disminución de la CIM de los carbapenemes con el 
agregado de EDTA (Tabla 17). Ambos resultados sugieren que las MBLs no serían 
responsables de la resistencia observada en los microorganismos resistentes a 
carbapenemes (38, 39, 80, 281) 
Detección de carbapenemasas de clase A 
No se observó efecto sinérgico entre los discos conteniendo los carbapenemes y los 
discos conteniendo AMC y TZP, en ninguno de los aislamientos ensayados (38, 39, 80 y 
281). A su vez, para los aislamientos 38, 39 y 281 no hubo disminución en los valores 
de CIM de IPM cuando se agregó clavulanato de litio (10 µg/ml) ni cuando se agregó 
tazobactam (10 µg/ml). En cambio, hubo una disminución en la CIM de IPM en el 
aislamiento 80 cuando fue agregado clavulanato de litio (Tabla 17), sugiriendo en este 
último caso la posible presencia de una carbapenemasa de Clase A.  
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Detección de enzimas de clase D  
Se observó una marcada disminución de la CIM de IPM para los 4 aislamientos 
resistentes a carbapenemes (38, 39, 80, 281) cuando se agregó 2% de NaCl al medio 
Mueller Hinton (Tabla 17), sugiriendo la posible presencia de una carbapenemasa de 
clase D. En los aislamientos sensibles a carbapenemes que se incluyeron en el ensayo 
(81 y 319) no se observó dicha disminución de la CIM de IPM (Tabla 17). 
Detección de enzimas de tipo AmpC 
Los ensayos fenotípicos de detección de enzimas tipo AmpC enfrentando discos de 
CAZ y FOX con discos de cloxacilina 500 µg fueron negativos. El mismo resultado se 
obtuvo enfrentando discos de CAZ y FEP con discos de ácido fenil-borónico. No 
obstante, se obtuvo un incremento en la zona de inhibición de los discos de CTN y FOX, 
en las zonas adyacentes al disco conteniendo ácido borónico, sugiriendo la posible 
presencia de una enzima de tipo AmpC que no fue inhibida por cloxacilina pero sí con 
ácido fenil-borónico. Las enzimas de tipo AmpC presentan un espectro de acción 
reducido, afectando a las cefalosporinas de primera (CTN) y segunda generación (FOX) 
pero no a las cefalosporinas de tercera (CTX) y cuarta generación (FEP).  
 
11. Detección de la actividad enzimática mediante ensayos de 
Hodge y Masuda 
Los ensayos microbiológicos (Hodge y Masuda modificado) utilizando el disco de 
IPM mostraron un resultado positivo débil tanto cuando se utilizó E. coli ATCC 25922 
como P. aeruginosa ATCC 27853 como cepas controles (Figuras 21 y 22). Este resultado 
indicaría una ligera actividad hidrolítica sobre IPM. El ensayo fue negativo cuando se 
ensayaron aislamientos sensibles a carbapenemes (CIM a IPM < 4 µg/ml). Estos 
resultados permitirían sugerir que la resistencia a carbapenemes podría deberse a un 
mecanismo de tipo enzimático. 
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Figura 21: Método de Hodge positivo débil para los 4 aislamientos resistentes a carbapenemes 
(38, 39, 80 y 281), empleando disco de IPM. 
 
 
 
Figura 22: Método de Masuda positivo para uno de los aislados resistentes a carbapenemes 
(cepa 38), empleando IPM. 
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Tabla 17: Concentración inhibitoria mínima de IPM en presencia de NaCl 2 %, clavulanato de litio 10 µg/ml, tazobactam 10 µg/ml y EDTA 0,4 mM. 
Valores expresados en µg /ml. Ensayo microbiológico de Hodge utilizando IPM y MEM. 
 
Aislamiento Especie Microbiológico 
con IPM 
Microbiológico 
con MEM 
CIM IPM CIM IPM con 
NaCl 2% 
CIM IPM con 
clavulanato de litio 
CIM IPM con 
tazobactam 
CIM IPM 
con EDTA 
38 A. ruhlandii +d -  0,064    
39 A. ruhlandii +d -  0,064    
80 A. ruhlandii +d -  0,064 2   
281 A. xylosoxidans +d -  0,064    
319 A. ruhlandii - - 1 2 1 1 1 
81 A. xylosoxidans - - 1 2 1 1 1 
 
+d: positivo débil  
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12. Detección de la actividad enzimática por el método 
iodométrico 
Los extractos proteicos de los aislamientos 38, 39, 80 y 281 presentaron actividad 
hidrolítica sobre AMP, CTN, PIP e IPM. 
 
13. Isoelectroenfoque de -lactamasas 
Se realizó el isoelectroenfoque analítico de las -lactamasas presentes en los 
extractos crudos, revelado por el método iodométrico empleando ampicilina 500 
μg/ml. En los 4 extractos (aislamientos 38, 39, 80, 281) se observó una banda de pI 9. 
Esta podría corresponder a una enzima de tipo OXA, ya que algunas enzimas de este 
tipo presentan pI compatibles. En el isoelectroenfoque no se evidenciaron bandas 
compatibles con enzimas tipo TEM (pI 5,2 a 6,5) o tipo GES (pI 5,8 a 6,9). Asimismo 
otras bandas (pI 7,4-7,5 en los aislamientos 38 y 39; pI 8 en el aislamiento 80 y pI 8,2-
8,4 en el 281) reveladas en el isoelectroenfoque presentaron pI compatibles con 
enzimas de tipo AmpC (Tabla 18). 
 
Tabla 18: Determinación del punto isoeléctrico de las enzimas en cada aislamiento. 
   Aislamiento pI 
38 7,4-7,5 
  9 
39 7,4-7,5 
  9 
80 8 
  9 
281 8,2-8,4 
  9 
 
Determinación del punto isoeléctrico y del peso molecular teórico de las enzimas 
OXA-258 
Empleando el programa ProtParam de expasy (http://web.expasy.org/cgi-
bin/protparam/protparam) se determinó el pI y PM de cada una de las enzimas, 
OXA258a y OXA 258b, descriptas en este estudio (Tabla 19).  
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Tabla 19: pI y PM de las variantes enzimáticas estudiadas. 
Enzima pI teórico 
PM (con cola 
de His) (Da) 
PM (con cola de His, 
sin péptido señal) 
(Da) 
PM (sin cola 
de His) (Da) 
OXA-258a 9,22 32723,7 28713,2 30215,1 
OXA-258b 9,05 32201,1 28694,1 30196,1 
 
Como se puede observar en la tabla, el pI teórico de las enzimas OXA-258a y OXA-
258b coincide con el pI determinado en forma experimental. Esto indicaría que las 
bandas de pI 9 observadas en los aislamientos 38, 39, 80 y 281 corresponderían a las 
enzimas de tipo OXA. 
 
14. Detección de la presencia de genes codificantes de - 
lactamasas 
- No se detectaron genes codificantes de las BLEE ensayadas (blaTEM, blaPER-1, 
blaPER-2, blaCTXMgrupo2, blaSHV, blaVEB)  
- No se detectaron genes codificantes de las carbapenemasas de clase A (blaGES, 
blaKPC, blaIMI, blaSME y blaNMC-A) ni de clase B (blaIMP, blaVIM, blaSPM y blaGIM) 
ensayadas. 
- No se detectaron genes codificantes de las -lactamasas de clase D con 
actividad de carbapenemasa ensayadas (blatipoOXA-23, blatipoOXA-24, blaOXA-51, blatipoOXA-
58, blaOXA-40, blaOXA-48, blaOXA-50, blaOXA-60, blaOXA-62). 
 
En concordancia con lo descripto en la bibliografía, los aislamientos de 
Achromobacter spp. incluidos en el estudio presentaron multirresistencia antibiótica, 
incluyendo las nuevas fluoroquinolonas, los aminoglucósidos y la mayoría de los 
antibióticos β-lactámicos de amplio espectro. En virtud de ello, la terapia antibiótica 
debería estar guiada teniendo en cuenta su perfil característico de sensibilidad 
antimicrobiana. 
Los carbapenemes y CAZ resultan activos sobre miembros de este género, sin 
embargo, también hemos detectado aislamientos resistentes a dichas drogas. La 
resistencia a carbapenemes en Achromobacter spp. ha sido atribuida a la presencia de 
metalo-carbapenemasas de tipo IMP y VIM. No obstante, los aislamientos resistentes a 
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carbapenemes incluidos en este estudio parecerían ser no productores de MBL, debido 
a la ausencia de inhibición con EDTA (Tabla 17) y a la ausencia de amplificación de los 
genes codificantes de las MBL ensayadas.  
Los resultados positivos obtenidos en los ensayos microbiológicos (Hodge y 
Masuda) utilizando IMP, indicarían la presencia de una enzima con débil actividad 
hidrolítica sobre dicho carbapenem, la cual se intentó identificar con los estudios 
subsiguientes.  
En los aislamientos 38, 39 y 281 se pudo evidenciar que la resistencia observada no 
se debería a la presencia de una carbapenemasa de clase A. Tanto los ensayos de 
inhibición empleando ácido clavulánico y tazobactam, como la ausencia de 
amplificación de los genes codificantes de las serino-carbapenemasas, así lo sugieren. 
Si bien en el aislamiento A. ruhlandii 80 se observó sinergia positiva no se logró 
amplificar ninguno de los marcadores ensayados. Esto sugiere que podría presentar 
una enzima de clase A diferente a las ensayadas o bien aún no descripta, la cual será 
motivo de futuros estudios.  
La abrupta reducción en los valores de CIM de carbapenemes en presencia de 
cloruro de sodio al 2 % (Tabla 17) respecto de las CIMs de IMP solo, sugirió que dicha 
resistencia podría ser atribuida a la presencia de una β-lactamasa de clase D ya que la 
propiedad de inhibición con NaCl es privativa de este tipo de enzimas. Sin embargo, la 
detección de los genes que codifican para enzimas tipo OXA con actividad de 
carbapenemasa (blaOXA-23, blaOXA-24, blaOXA-51, blaOXA-58, blaOXA-50, blaOXA-40, blaOXA-48, 
blaOXA-60 y blaOXA-62) fue negativa. Esto nos permitió suponer que la resistencia a 
carbapenemes podría atribuirse a la nueva enzima de tipo OXA descripta en este 
trabajo (OXA-258) o bien a otra enzima de clase D aún no descripta. 
Por otra parte, el incremento observado en la zona de inhibición del disco de CTN y 
FOX adyacente al disco conteniendo ácido borónico y la presencia de una banda de pI 
cercano a 7,5 en el IEF, podrían indicar la presencia de una cefalosporinasa tipo AmpC. 
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15. Clonado, producción y purificación de las variantes de     
OXA-258 
Determinación de las CIM (μg/ml) de los aislamientos y de los clones 
recombinantes que expresan las enzimas OXA-258a y OXA-258b  
Como se mencionó en la sección de materiales y métodos, los genes codificantes 
fueron clonados en un vector de alto número de copias, pK19, y transformados en 
células de E. coli TOP 10. Asimismo, se incluyeron controles de E. coli TOP 10 sin el 
vector de clonado y de E. coli TOP 10 con el vector pero sin inserto. (Tabla 20). 
 
Tabla 20: CIM (μg/ml) de los aislamientos y de los clones recombinantes que expresan las 
enzimas OXA-258a y OXA-258b 
Antibiótico 
E. coli 
TOP 10 
E. coli 
TOP 10 + pK19 
E. coli TOP 10 + 
pK19-OXA-258a 
E. coli TOP 10 + 
pK19-OXA-258b 
A. 
ruhlandii 
38 
A. 
ruhlandii 
319 
Ampicilina 4 4 64 8 512 16 
Cefalotina 4 4 16 8 512 512 
Cefalexina 8 8 8 8 256 256 
Cefazolina 2 2 2 2 1024 1024 
Cefoxitina 2 2 2 2 256 256 
Ceftazidima 0,25 0,25 0,5 0,25 8 8 
Cefepime ≤ 0,125 ≤ 0,125 ≤ 0,125 ≤ 0,125 64 32 
Imipenem 0,25 0,125 0,25 0,25 32 2 
 
Tal como puede observarse en la tabla, no se obtuvieron diferencias en los valores 
de CIM de IPM en los transformantes que portan los genes codificantes de OXA258a y 
OXA258b. Este resultado podría indicar que la producción de OXA258a no sería 
responsable de la resistencia a carbapenemes observada en el aislamiento 38. Sin 
embargo cabe mencionar que estas construcciones en algunas ocasiones resultan 
tóxicas para las células de E. coli, por lo que las enzimas no estarían expresándose 
adecuadamente o bien plegándose en la forma debida, y de esta forma no se 
evidenciaría el efecto concreto de estas enzimas sobre los β-lactámicos.  
 
Construcciones clonadas en el vector de expresión pET28a 
El clonado de los genes codificantes de las enzimas OXA-258a y OXA-258b en 
pET28a (Novagen, Inc., Madison, WI) se realizó utilizando los sitios de corte de NdeI y 
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XhoI, cortando el codón de terminación propio de estas enzimas y agregando una cola 
de histidinas en el extremo C-terminal. Las proteínas recombinantes que se generaron 
presentaron 1 aminoácido (his) extra en su extremo N-terminal y 8 aminoácidos extra 
en su extremo C-terminal, de los cuales 6 correspondieron a las histidinas que se 
requieren para su posterior purificación por cromatografía por afinidad. 
A continuación se muestran las construcciones generadas dentro del vector de 
expresión pET28a para ambas enzimas: 
 
Oxa-258a: 
catatgacagttcgactcgtttcgcgcgccctgggcgcagtcctctttgcgtccgccctg 
H  M  T  V  R  L  V  S  R  A  L  G  A  V  L  F  A  S  A  L 
accctgcccgcccgggcggacgtcctgtgcaccctggtggccgacgccgccgacggccgc 
T  L  P  A  R  A  D  V  L  C  T  L  V  A  D  A  A  D  G  R 
atcctgttccagcagggcacgcggcaggactgcacgcagcgctacacccccgcctcgacc 
I  L  F  Q  Q  G  T  R  Q  D  C  T  Q  R  Y  T  P  A  S  T 
ttcaagctgcccatcgccctgatgggcgcggatgccggcatcctgcagggcccgcaccag 
F  K  L  P  I  A  L  M  G  A  D  A  G  I  L  Q  G  P  H  Q 
cccgtctggaactaccagcccgcttatcccgactggggcggcgaggcctggcgccagccc 
P  V  W  N  Y  Q  P  A  Y  P  D  W  G  G  E  A  W  R  Q  P 
accgatccggctcgctggatcaagtattcggtggtctggtactcgcagttgaccgccagg 
T  D  P  A  R  W  I  K  Y  S  V  V  W  Y  S  Q  L  T  A  R 
gcgctggggcaggagcgcttccagcgctacacctccgcgttcggttatggcaacgcggac 
A  L  G  Q  E  R  F  Q  R  Y  T  S  A  F  G  Y  G  N  A  D 
gtctcgggtgaacccggcaagcacaacggcaccgatggcgcgtggatcatctcctcgctg 
V  S  G  E  P  G  K  H  N  G  T  D  G  A  W  I  I  S  S  L 
cgcatttcgccgtttgagcaggtggacttcctgcgcaagttcgtcaaccggcaactgccc 
R  I  S  P  F  E  Q  V  D  F  L  R  K  F  V  N  R  Q  L  P 
gtcaaggcggctgcctatgacctggccgagaacctgttcgaggtcggcgaagccgacggc 
V  K  A  A  A  Y  D  L  A  E  N  L  F  E  V  G  E  A  D  G 
tggcgtctgtacggcaagaccggaaccggctcgcccggcagccacggcgtctacacgccg 
W  R  L  Y  G  K  T  G  T  G  S  P  G  S  H  G  V  Y  T  P 
gccaacgcctatggctggttcgtcggctgggcgcgcaaggacgaccgccaactggtgttt 
A  N  A  Y  G  W  F  V  G  W  A  R  K  D  D  R  Q  L  V  F 
gcccgcctgctgcaggacgagggggcgacccagcccaatgccggcctgcgcgcccgcgac 
A  R  L  L  Q  D  E  G  A  T  Q  P  N  A  G  L  R  A  R  D 
ggcctgatgcgcgactgggccgccatggtcgcggcgccccgcaaactcgagcaccaccac 
G  L  M  R  D  W  A  A  M  V  A  A  P  R  K  L  E  H  H  H 
caccaccactga 
H  H  H - 
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Oxa-258b: 
catatgacagttcgactcgtttcgcgcgccctgggcgcagtcctctttgcgtccgccctg 
H  M  T  V  R  L  V  S  R  A  L  G  A  V  L  F  A  S  A  L 
accctgcccgcccgggcggacgtcctgtgcaccctggtggccgacgccgccgacggccgc 
T  L  P  A  R  A  D  V  L  C  T  L  V  A  D  A  A  D  G  R 
atcctgttccagcagggcacgcggcaggactgcacgcagcgctacacccccgcctcgacc 
I  L  F  Q  Q  G  T  R  Q  D  C  T  Q  R  Y  T  P  A  S  T 
ttcaagctgcccatcgccctgatgggcgcggatgccggcatcctgcagggcccgcaccag 
F  K  L  P  I  A  L  M  G  A  D  A  G  I  L  Q  G  P  H  Q 
cccgtctggaactaccagcccgcttatcccgactggggcggcgaggcctggcgccagccc 
P  V  W  N  Y  Q  P  A  Y  P  D  W  G  G  E  A  W  R  Q  P 
accgatccggctcgctggatcaagtattcggtggtctggtactcgcagttgaccgccagg 
T  D  P  A  R  W  I  K  Y  S  V  V  W  Y  S  Q  L  T  A  R 
gcgctggggcaggagcgcttccagcgctacacctccgcgttcggttatggcaacgcggac 
A  L  G  Q  E  R  F  Q  R  Y  T  S  A  F  G  Y  G  N  A  D 
gtctcgggtgaacccggcaagcacaacggcaccgatggcgcgtggatcatctcctcgctg 
V  S  G  E  P  G  K  H  N  G  T  D  G  A  W  I  I  S  S  L 
cacatttcgccgtttgagcaggtggacttcctgcgcaagttcgtcaaccggcaactgccc 
H  I  S  P  F  E  Q  V  D  F  L  R  K  F  V  N  R  Q  L  P 
gtcaaggcggctgcctatgacctggccgagaacctgttcgaggtcggcgaagccgacggc 
V  K  A  A  A  Y  D  L  A  E  N  L  F  E  V  G  E  A  D  G 
tggcgcctgtacggcaagaccggaaccggctcgcccggcagccacggcgtctacacgccg 
W  R  L  Y  G  K  T  G  T  G  S  P  G  S  H  G  V  Y  T  P 
gccaacgcctatggctggttcgtcggctgggcgcgcaaggacgaccgccaactggtgttt 
A  N  A  Y  G  W  F  V  G  W  A  R  K  D  D  R  Q  L  V  F 
gcccgcctgctgcaggacgagggggcgacccagcccaatgccggcctgcgcgcccgcgac 
A  R  L  L  Q  D  E  G  A  T  Q  P  N  A  G  L  R  A  R  D 
ggcctgatgcgcgactgggccgccatggtcgcggcgccccgcaaactcgagcaccaccac 
G  L  M  R  D  W  A  A  M  V  A  A  P  R  K  L  E  H  H  H 
caccaccactga 
H  H  H  - 
 
Cabe destacar que las proteínas así generadas no pudieron ser posteriormente 
separadas de la cola de histinas mediante digestión con trombina, debido a que las 
enzimas OXA-258 presentaron en sus secuencias el sitio de corte para dicha proteasa.  
Estas construcciones fueron transformadas en células de E. coli BL21 (DE3) 
seleccionando los transformantes en placas conteniendo KAN 30 μg/ml. 
 
Purificación de OXA-258a por IMAC 
Se realizó la purificación de la enzima OXA-258a utilizando columnas de afinidad de 
Ni-NTA. El grado de pureza de la enzima purificada se estimó superior al 90% (Anexo II) 
(Figura 23). 
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Figura 23: calle 1: Sonicado, calle 2: Pass Through, calles 3-5: elución con 40% de buffer B, calle 
6: marcador de peso molecular (Biorad Low Range), calle 7-8: elución con 20% de buffer B, 
calle 9-10: elución con 60% de buffer B 
Se colectaron las fracciones que correspondieron a las calles 3, 4 y 5 y se dializaron 
contra buffer fostato suplementado con buffer carbonato 50 mM por tratarse de 
enzimas de tipo OXA, para su posterior empleo en los análisis cinéticos. 
Purificación de OXA-258b por IMAC 
Se realizó el mismo procedimiento que para la enzima OXA-258a, obteniendose 
resultados similares, tal como puede observarse en la figura 24. 
En este caso se colectaron las fracciones que correspondieron a las calles 6, 7 y 8. 
Del mismo modo se dializaron contra buffer fostato suplementado con buffer 
carbonato 50 mM. 
 
Figura 24: calle 1: marcador de peso molecular (Biorad Low Range), calle 2: Sonicado, calle 3: 
Pass Through, calles 4-8: elución con 40% de buffer B, calle 9-10: elución con 20% de buffer B. 
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16. Determinación de los principales parámetros cinéticos 
En la tabla 21 se muestran los parámetros cinéticos determinados en este estudio, 
para las enzimas OXA-258a y OXA-258b. 
 
Tabla 21: Parámetros cinéticos de los principales antibióticos β-lactámicos para las enzimas 
OXA-258a y OXA-258b 
    
Km (μM) kcat (s
-1) 
kcat/Km 
(mM−1 .s−1) 
Nitrocefín 
OXA-258a 5,2 0,4 84,3 
OXA-258b 7,4 0,8 103,5 
Cefalotina 
OXA-258a 
Bifásico Bifásico  -  
OXA-258b 
Cefalexina 
OXA-258a 424,8 0,03 0,08 
OXA-258b 1289 0,06 0,05 
Cefazolina 
OXA-258a 42,3 0,009 0,2 
OXA-258b 32,7 0,008 0,2 
Ceftazidima 
OXA-258a 
No se detectó hidrólisis 
OXA-258b 
Cefotaxima 
OXA-258a 
No se detectó hidrólisis 
OXA-258b 
Cefepime  
OXA-258a 
No se detectó hidrólisis 
OXA-258b 
Imipenem  
OXA-258a Hidrólisis detectable 
OXA-258b 
No se pudo determinar kcat debido a 
valores de KM altos 
 
Ambas enzimas mostraron un comportamiento similar frente a los antibióticos 
ensayados. Ambas presentaron una débil eficiencia catalítica hacia los β-lactámicos, a 
excepción de las cefalosporinas de primera generación (LEX y CFZ). No se detectó 
hidrólisis de cefalosporinas de tercera generación (CAZ y CTX) ó cuarta generación 
(FEP). A pesar que se detectó hidrólisis de IMP, no se pudieron obtener valores de kcat 
debido a que estas enzimas presentaban valores de KM elevados, indicando una pobre 
afinidad por este sustrato. 
Si bien ambas enzimas fueron capaces de hidrolizar CTN, no se pudieron determinar 
los valores de kcat y KM dado que mostraron cinéticas bifásicas, a pesar de haber 
empleado buffer NaHCO3 50 mM. 
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Estos resultados indicarían que la contribución de OXA-258a y OXA-258b a la 
resistencia a β-lactámicos observada en A. ruhlandii posiblemente sea secundaria, tal 
como se demostró para la enzima OXA-114 en A. xylosoxidans [37]. Asimismo, no se 
observaron diferencias entre OXA-258a y OXA-258b a pesar que los aislamientos 
productores de dichas enzimas presentaban distinto perfil de resistencia a antibióticos, 
fundamentalmente a carbapenemes. Este hecho sugiere que la resistencia a 
carbapenemes observada en los aislamientos 38, 39, 80 estaría relacionada a otro 
mecanismo y no a la presencia de la enzima OXA-258a. 
 
17. Determinación del entorno genético de las variantes 
enzimáticas de OXA-258 
Algunos autores han propuesto [37] que la resistencia observada en ciertos 
aislamientos de A. xylosoxidans podría estar relacionada a una mayor expresión de la 
enzima OXA-114. La presencia de una secuencia de inserción corriente arriba del gen 
codificante contribuiría a un aumento en su expresión. Este hecho ha sido demostrado 
para la enzima OXA-51 en A. baumannii, sin embargo, nunca se demostró en 
Achromobacter. En este sentido, se procedió a la determinación del entorno de los 
genes codificantes de ambas variantes enzimáticas, con el fin de investigar la presencia 
de alguna secuencia de inserción capaz de aumentar su nivel de expresión.  
Se obtuvieron las secuencias correspondientes a los genomas completos de A. 
ruhlandii 319 (sensible a carbapenemes) y A. ruhlandii 38 (resistente a carbapenemes), 
los cuales fueron anotados mediante los procedimientos operativos estándares para 
procariotas (SOP) para el servidor RAST v.4.0 (Rapid Annotation using Subsystem 
Tecnology). Por análisis in silico se investigó el entorno genético de blaOXA-258a y blaOXA-
258b. Tal como puede observarse en la figura 25, ambos genes presentaron idéntico 
entorno genético en las zonas más cercanas al gen, sin embargo pueden observarse 
pequeñas diferencias corriente abajo del gen de la β-lactamasa.  
Se realizó la búsqueda de promotores fuertes cercanos al gen y no se evidenció la 
presencia de los mismos en ninguna de las dos secuencias. Tampoco se encontraron 
secuencias de inserción ni otros elementos que se consideren capaces de contribuir al 
aumento en el nivel de expresión de las enzimas.  
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Estos resultados, en conjunto, permitirían descartar que la diferencia en el perfil de 
sensibilidad a los carbapenemes pudiera deberse a una diferencia en los niveles de 
expresión de dichas enzimas.  
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Figura 25: Entorno genético de blaOXA-258a en A. ruhlandii 38 y blaOXA-258b en A. ruhlandii 319 
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18. Detección de blaAmpC de localización cromosómica en A. 
ruhlandii 
Por análisis in silico de las secuencias correspondientes a los genomas completos de 
A. ruhlandii, empleando la herramienta RESfinder, se observó la presencia de genes 
codificantes de enzimas de tipo AmpC en ambos casos (Anexo IV). Las secuencias 
aminoacídicas correspondientes a las enzimas de tipo AmpC de A. ruhlandii 38 y de A. 
ruhlandii 319 mostraron entre sí un porcentaje de identidad del 96% (Figura 26). 
Asimismo, ambas presentaron un porcentaje de identidad del 90 al 75% con respecto a 
otras blaAmpC depositadas en base de datos en Achromobacter spp. Cabe mencionar 
que en muchas de estas secuencias no se indica la especie a la cual corresponden. 
 
Figura 26: Alineamiento entre las enzimas de tipo AmpC de A. ruhlandii 38 y A. 
ruhlandii 319 
 
 
 
Entorno genético y regulación de la expresión de las enzimas de tipo AmpC 
Se intentó caracterizar, por análisis in silico, el modo de expresión de estas β-
lactamasas de tipo AmpC identificando los genes que pueden participar en la 
regulación de su expresión. Se investigó la presencia de genes análogos a los 
descriptos en E. coli, que codifican para un regulador transcripcional de tipo AmpR, 
una amidasa tipo AmpD y una proteína sensora transmembrana tipo AmpE. No se 
logró identificar genes que pudieran intervenir en la regulación de la expresión de las 
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AmpC en ninguno de los dos casos. Este resultado indicaría que estas β-lactamasas se 
expresan de manera constitutiva, probablemente por medio de un promotor fuerte. Se 
investigó la presencia de promotores corriente arriba al gen empleando el programa 
Bprom [182]. En ambas secuencias genómicas se evidenció la presencia de un posible 
promotor fuerte, que podría ser responsable de regular la expresión de este gen, 
siendo la secuencia idéntica en ambos casos (Figura 27). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27: Resultados de la búsqueda de promotores fuertes con el programa Bprom. 
 
La detección de una β-lactamasa de tipo AmpC es coincidente con lo observado 
inicialmente en los ensayos de detección fenotípica de β-lactamasas, donde se obtuvo 
un incremento en la zona de inhibición del disco de CTN y FOX adyacente al disco 
conteniendo ácido borónico.  
Existen escasos reportes de la detección de enzimas de tipo AmpC en aislamientos 
de Achromobacter. En 1982, Levesque et al. observaron en Achromobacter una enzima 
plasmídica con actividad cefalosporinasa con un perfil de hidrólisis similar al de las 
enzimas de tipo AmpC [75]. Según fue reportado por Philippon et al. dicho aislamiento 
no pudo ser recuperado y el gen codificante de dicha enzima nunca fue secuenciado 
[183]. Posteriormente se ha detectado la presencia de enzimas de tipo AmpC en el 
cromosoma de Achromobacter spp. [76, 77]. Sin embargo estas enzimas nunca han 
sido caracterizadas, ni se conoce acerca de la regulación de la expresión de las mismas. 
Tampoco se ha podido establecer la relación entre las distintas variantes de AmpC y la 
especie de Achromobacter, dado que en muchos casos no se realizó la correcta 
identificación a nivel de especie.  
Length of sequence-       280 
 Threshold for promoters -  0.20 
 Number of predicted promoters -      1 
 Promoter Pos:    162 LDF-  2.22 
-10 box at pos.    147 agccaaaat Score    50 
-35 box at pos.    126 ttgaat    Score    55 
 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
126 
 
Las enzimas descriptas en este trabajo, representan el primer reporte de AmpC en 
aislamientos de A. ruhlandii, las cuales parecerían ser características de esta especie.  
En estudios futuros, se pretende clonar y purificar estas enzimas para realizar la 
caracterización bioquímica y cinética de las mismas, con el fin de evaluar su perfil de 
hidrólisis y en qué medida se encuentran implicadas en la resistencia observada en los 
aislamientos de A. ruhlandii.  
 
19. Análisis del perfil de proteínas de membrana externa 
Como se explicó previamente, la resistencia adquirida a los carbapenemes resulta 
de la presencia de distintos mecanismos y, entre ellos, se puede encontrar la 
disminución de la concentración del antimicrobiano en el sitio blanco, el cual puede 
deberse al déficit en la expresión de proteínas de la membrana externa. Con el fin de 
evaluar este mecanismo, se analizó el perfil de proteínas de membrana externa de los 
5 aislamientos de A. ruhlandii en un gel de poliacrilamida al 12% (Figura 28). 
 
Figura 28: Perfil de proteínas de membrana externa de los 5 aislamientos de A. ruhlandii. 
 
LR: marcador de peso molecular, Low range (Biorad). 
 
Como puede observarse, los 5 aislamientos, tanto resistentes como sensibles a 
carbapenemes, presentan idéntico perfil de proteínas de membrana externa. Esto 
indicaría que la resistencia a carbapenemes observada en los aislamientos 38, 39 y 80 
no estaría relacionada a un déficit en la expresión de alguna de sus porinas. 
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La pérdida o alteración de las proteínas de membrana externa oprD en P. 
aeruginosa es uno de los mecanismos de resistencia a carbapenemes más estudiados. 
Dicha porina cumple un rol fisiológico importante como el transporte de azúcares, 
aminoácidos, fosfatos, cationes divalentes y sideróforos. Asimismo, ciertos antibióticos 
(β-lactámicos, aminoglucósidos, tetraciclinas y algunas fluoroquinolonas) pueden 
atravesar la membrana externa a través de esta porina, por lo que la pérdida o 
disminución en la expresión de la misma puede generar una disminución en la 
sensibilidad a dichos antibióticos [184]. En Achromobacter, si bien hay pocos reportes, 
no se han encontrado genes análogos a OprD, sugiriendo que la entrada de los 
carbapenemes podría producirse a través de otros canales y no a través de porinas de 
tipo OprD como en P. aeruginosa [61]. 
 
20. Análisis de los Sistemas de Eflujo 
20.1. Clonado y secuenciación de una bomba de Eflujo de Tipo RND en un 
aislamiento de A. ruhlandii 
Por medio de la técnica de clonado al azar en pK19, se logró determinar en forma 
completa las secuencias de los genes codificantes de una bomba de eflujo de tipo RND 
(Anexo IV). Esta bomba había sido previamente identificada en un aislamiento de A. 
xylosoxidans, sin embargo representa la primera descripción de la misma en A. 
ruhlandii. Se encuentra conformada por un operón, compuesto por tres marcos de 
lectura abiertos (ORFs) que codifican para una proteína de fusión (AxyA), una proteína 
transportadora RND (AxyB) y una proteína de membrana externa (AxyM). Corriente 
arriba y en una orientación invertida, se encuentra codificado un regulador 
transcripcional (AxyR) (Figura 29). 
El operón AxyABM detectado en A. ruhlandii presentó un 98% de identidad con 
AxyABM de A. xylosoxidans previamente descripto por Bador et al. [60], caracterizado 
en 2011. Esta bomba comparte aproximadamente 70% de identidad con la bomba 
MexAB-OprM de P. aeruginosa, la cual se ha demostrado que es capaz de exportar 
quinolonas, macrólidos, tetraciclina, cloranfenicol y la mayoría de los β-lactámicos, a 
excepción del IMP [185]. AxyABM de A. xylosoxidans presenta algunas similitudes con 
MexAB-OprM ya que es capaz de exportar muchos β-lactámicos, quinolonas y 
cloranfenicol, sin embargo a diferencia de ésta no exporta FEP ni MEM. 
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Figura 29: Esquema del operón axyABM hallado en A. ruhlandii 
 
20.2. Detección fenotípica de la expresión de los sistemas de eflujo 
Para evaluar la participación de AxyABM en la resistencia observada en los 
aislamientos de A. ruhlandii se emplearon ensayos que evalúan la expresión de 
sistemas eflujo, utilizando inhibidores de bombas como reserpina (25 µg/ml) y Phe-
Arg-β-naphthylamida (PAβN) (25 µg/ml).  
Los valores de CIM de distintos antibióticos reportadores [60], en presencia y 
ausencia del inhibidor de sistemas de eflujo (PAβN), se muestran en la tabla 22. No se 
evidenciaron cambios en los valores de CIM de NAL y TMS (al menos dos diluciones) en 
presencia de PAβN en el aislamiento de A. ruhlandii 38. Sin embargo en E. coli TOP 10-
pK19-AxyABM se observaron cambios, sugiriendo que estos antibióticos serían 
sustratos de esta bomba de eflujo. Esto indicaría que otros mecanismos contribuyen a 
la resistencia a dichas drogas en A. ruhlandii 38.  
No se observaron cambios en los valores de CIM de CIP ni NOR ante el agregado de 
PAβN (Tabla 22), ni en el aislamiento en estudio ni en las construcciones obtenidas. 
Esto podría indicar que la resistencia a fluoroquinolonas observada en A. ruhlandii 38 
estaría relacionada a la presencia de otras bombas de eflujo que puedan expulsarlos o 
bien a otros mecanismos capaces de otorgar resistencia a dichos antibióticos. Estos 
resultados son coincidentes con lo observado por Bador et al. en A. xylosoxidans [60].  
No se observaron cambios al analizar los valores de CIM en presencia y ausencia del 
inhibidor reserpina. 
 
 
 
 
 
Tabla 22: Valores de CIM (μg/ml) en presencia y ausencia del inhibidor de sistemas de eflujo PAβN 
 
Aislamientos 
CHL (μg/ml) 
Eflujo 
NAL (μg/ml) 
Eflujo 
TMS (μg/ml) 
Eflujo 
sin PABN con PABN sin PABN con PABN sin PABN con PABN 
TOP 10 ≤1 ≤1 - ≤0,5 ≤0,5 - 0,5 ≤0,25 - 
TOP 10 - pK19 ≤1 ≤1 - ≤0,5 ≤0,5 - ≤0,25 ≤0,25 - 
TOP 10 - pK19 - AxyABM 16 ≤1 + 8 ≤0,5 + 1 ≤0,25 + 
A. ruhlandii 38 32 8 + 256 128 - 32 16 - 
 
Aislamientos 
CIP (μg/ml) 
Eflujo 
NOR (μg/ml) 
Eflujo 
CAZ (μg/ml) 
Eflujo 
sin PABN con PABN sin PABN con PABN sin PABN con PABN 
TOP 10 ≤0,125 ≤0,125 - ≤0,03 ≤0,03 - 0,125 0,125 - 
TOP 10 - pK19 ≤0,125 ≤0,125 - ≤0,03 ≤0,03 - 0,125 0,125 - 
TOP 10 - pK19 - AxyABM ≤0,125 ≤0,125 - 0,06 0,06 - 0,25 0,25 - 
A. ruhlandii 38 4 4 - 64 32 - 8 8 - 
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Aislamientos bacterianos grupo 2 
En el mes de octubre del año 2013, se recibieron nuevos aislamientos del género 
Achromobacter para su estudio feno y genotípico. En el mismo, se incluyeron 40 
aislamientos clínicos recuperados de pacientes fibroquísticos y no fibroquísticos de dos 
centros de salud, Hospital de Niños de La Plata (HNLP) y Hospital de Niños de Córdoba 
(HST). Los mismos habían sido inicialmente identificados por métodos bioquímicos 
convencionales en los respectivos centros. 
1. Identificación de los microorganismos por métodos 
fenotípicos 
Tal como se describió previamente se llevaron a cabo diferentes métodos 
fenotípicos para corroborar la identificación de los aislamientos de Achromobacter 
spp. Los resultados de la identificación por pruebas bioquímicas, sistema comercial API 
20NE y MALDI-TOF se muestran en la tabla 23. 
 
 
 
 
 
 Comerciales  MALDI-TOF Pruebas Bioquímicas  
Cepa API 20NE Origen Score  ID  Mov Acet NO3 NO2 Glu Xil Arab Galac ID 
A 1 A. piechaudii No-FQ 1,812 A. denitrificans + + + + + + + - Achromobacter spp. 
A 2 A. denitrificans No-FQ 1,75 A. denitrificans + + + + + - + - Achromobacter spp. 
A 3 A. xylosoxidans No-FQ 2,264 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 4 A. xylosoxidans No-FQ 2,285 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + + + A. xylosoxidans 
A 5 A. xylosoxidans No-FQ 2,25 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + + - Achromobacter spp. 
A 6 A. xylosoxidans No-FQ 2,317 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + + + A. xylosoxidans 
A 7 A. xylosoxidans No-FQ 2,307 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + - + Achromobacter spp. 
A 8 A. xylosoxidans No-FQ 2,324 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 9 A. piechaudii No-FQ 2,509 A. insolitus + + + - + + + - A. ruhlandii 
A 10 A. xylosoxidans No-FQ 2,19 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + + + A. xylosoxidans 
A 12 A. xylosoxidans No-FQ 2,224 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + + + A. xylosoxidans 
A 13 A. xylosoxidans No-FQ 1,95 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 14 A. piechaudii No-FQ 2,08 A. piechaudii + + + + + + + - Achromobacter spp. 
A 16 A. denitrificans No-FQ 1,996 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 17 A. xylosoxidans No-FQ 2,4 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 18 A. xylosoxidans No-FQ 2,087 A. xylosoxidans + + .+ (Zn) + + + + + A. xylosoxidans 
A 20 A. xylosoxidans No-FQ 2,205 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 21 A. xylosoxidans No-FQ 1,839 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 22 A. xylosoxidans No-FQ 1,893 A. xylosoxidans + + + + + + + - Achromobacter spp. 
A 23 A. xylosoxidans No-FQ 1,952 A. ruhlandii + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 24 A. xylosoxidans No-FQ 2,179 A. ruhlandii + + + - + + + + Achromobacter spp. 
A 25 A. xylosoxidans No-FQ 2,04 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 26 A. denitrificans No-FQ 2,242 A. xylosoxidans + + + + + + + - Achromobacter spp. 
A 27 A. xylosoxidans No-FQ 2,196 A. xylosoxidans + + + + + + + - Achromobacter spp. 
A 28 A. xylosoxidans No-FQ 2,169 A. xylosoxidans + + + + + + + - Achromobacter spp. 
A 29 A. piechaudii No-FQ 2,142 A. piechaudii + + + + + + + - Achromobacter spp. 
Tabla 23: Identificación de los microorganismos por tres métodos fenotípicos: Pruebas bioquímicas convencionales, Sistema comercial API 
20NE y MALDI-TOF 
 
 
 Comerciales  MALDI-TOF Pruebas Bioquímicas  
Cepa API 20NE Origen Score  ID  Mov Acet NO3 NO2 Glu Xil Arab Galac ID 
A 30 A. xylosoxidans No-FQ 2,215 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 31 A. xylosoxidans No-FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 32 A. xylosoxidans No-FQ 2,099 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 39 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + - - + - + + + A. xylosoxidans 
A 43 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + - - + + + Achromobacter spp. 
A 45 Achromobacter spp FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + - + + + + Achromobacter spp. 
A 46 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + - + + + + Achromobacter spp. 
A 48 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. denitrificans + + + + + - + + Achromobacter spp. 
A 49 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 50 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 51 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + + + + + + A. xylosoxidans 
A 52 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + + + + - + Achromobacter spp. 
A 53 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. ruhlandii + + + + + + - + Achromobacter spp. 
A 79 A. xylosoxidans FQ 2,032 A. xylosoxidans + + + + + + - + Achromobacter spp. 
Continuación tabla 23: Identificación de los microorganismos por tres métodos fenotípicos: Pruebas bioquímicas convencionales, Sistema 
comercial API 20NE y MALDI-TOF 
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Los resultados obtenidos por las diferentes metodologías no fueron coincidentes 
en todos los casos. Asimismo, como se mencionó previamente, las pruebas 
bioquímicas arrojaron resultados ambiguos y difíciles de interpretar.  
 
2. Identificación de los microorganismos por métodos 
genotípicos 
Se llevaron a cabo diferentes métodos genotípicos para lograr la correcta 
identificación de los aislamientos de Achromobacter spp. Como se mencionó con 
anterioridad, entre estos métodos se realizaron la amplificación por PCR del gen  
blaOXA-114 inicialmente propuesto por Turton et al. [38] y su posterior secuenciación, la 
amplificación y secuenciación del gen nrdA propuesto por Spilker et al. [145], y la 
amplificación y secuenciación del gen blaOXA con oligonucleótidos que permiten la 
amplificación del gen completo propuesto por nuestro grupo de trabajo. 
Los resultados se observan en la tabla 24. 
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Tabla 24: Identificación de los microorganismos por métodos genotípicos.  
Aislamiento 
Turton et al.[38] Este trabajo (anexo III) Spilker et al. [145] 
Amplificación Secuenciación  Amplificación Secuenciación Identificación por nrdA 
A 1 - - - - A. spiritinus 
A 2 - - - - A. denitrificans 
A 3 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 4 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 5 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 6 - - - - A. marplatensis 
A 7 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 8 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 9 - - - - A. insolitus 
A 10 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A12 + blaOXA-455 + blaOXA-455 A. insuavis 
A 13 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 14 - - - - A. spanius 
A 16 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 17 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 18 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 20 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 21 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 22 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 23 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 24 + blaOXA-258 + blaOXA-258 A. ruhlandii 
A 25 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 26 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 27 + blaOXA-243 + blaOXA-243 A. insuavis 
A 28 + blaOXA-455 + blaOXA-455 A. insuavis 
A 29 - - - - A. spanius 
A 30 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 31 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 32 + blaOXA-364 + blaOXA-364 A. dolens 
A 39 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 43 + blaOXA-364 + blaOXA-364 A. dolens 
A 45 - - - - A. pulmonis 
A 46 - - - - A. spiritinus 
A 48 - - - - A. denitrificans 
A 49 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 50 + blaOXA-364 + blaOXA-364 A. dolens 
A 51 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A52 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
A 53 + blaOXA-364 + blaOXA-364 A. dolens 
A79 + blaOXA-114 ne ne A. xylosoxidans 
ne: no ensayado 
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A partir de los resultados obtenidos para estos aislamientos se puede mencionar 
que tanto el método de amplificación y secuenciación del gen nrdA propuesto por 
Spilker et al. [145] y el método propuesto en esta tesis a partir de la amplificación y 
secuenciación del gen blaOXA resultan de utilidad para llegar a una identificación 
certera, observándose concordancia entre ambos métodos. Por otro lado, tal como 
mencionamos previamente, el método propuesto por Turton et al. puede brindar 
resultados erróneos si no realiza la secuenciación del fragmento obtenido. 
Los aislamientos A5, A12, A16, A21, A22, A23, A26, A27 y A28 fueron identificados 
por medio de la amplificación del gen nrdA como A. insuavis. Por su parte, empleando 
los oligonucleótidos diseñados en este trabajo y secuenciando el gen completo fue 
posible identificar los genes codificantes para dos tipos de enzimas tipo OXA diferentes 
(blaOXA-243 y blaOXA-455). Recientemente, en septiembre de 2015, Coward et al. [186] han 
reportado que la enzima OXA-243 es ubicua y específica de la sub-especie A. insuavis 
2b y la enzima OXA-455 de la sub-especie A. insuavis 2a. Estos autores han realizado 
esta propuesta en base al análisis filogenético de los genes codificantes de enzimas de 
tipo OXA identificadas en las diferentes especies de Achromobacter, tal como nuestro 
grupo de trabajo había realizado previamente para proponer blaOXA-258, blaOXA-364 y 
blaOXA-243 como especie específica de A. ruhlandii, A. dolens y A. insuavis, 
respectivamente. 
Los aislamientos A1, A2, A6, A9, A14, A29, A45, A46 y A48 solo pudieron ser 
identificados por la amplificación y secuenciación del gen nrdA. La técnica de 
amplificación y secuenciación de gen blaOXA propuesta en esta tesis no logró identificar 
dichos aislamientos. Esto podría deberse a que presentan un gen blaOXA el cual no 
hibrida con los cebadores propuestos o bien a que carezcan de un marcador de este 
tipo. Esto será motivo de futuros ensayos para detectar posibles blaOXA específicos de 
A. spiritinus, A. denitrificans, A. marplatensis, A. insolitus, A. spanius y A. pulmonis.  
A partir de los resultados obtenidos, se puede evidenciar que las especies 
recuperadas con mayor frecuencia fueron A. xylosoxidans, A. insuavis y A. dolens, las 
cuales representaron el 75% de los aislamientos estudiados en esta etapa del trabajo 
(Tabla 25). Asimismo, 15 de los 32 aislamientos (46,9%) que fueron identificados como 
A. xylosoxidans en los respectivos centros de salud correspondieron a otras especies, 
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resaltando la importancia de aplicar métodos genotípicos para la correcta 
identificación, la cual permitiría conocer la real prevalencia de otras especies 
diferentes de A. xylosoxidans. 
 
Tabla 25: Especies de Achromobacter halladas en este estudio 
Especies Identificadas Número de 
aislamientos 
Porcentaje 
A. xylosoxidans 17 42,5 
A. insuavis (sub-especie 2a y 2b) 9 22,5 
A. ruhlandii 1 2,5 
A. dolens 4 10,0 
A. spiritinus 2 5,0 
A. denitrificans 2 5,0 
A. marplatensis 1 2,5 
A. spanius 2 5,0 
A. insolitus 1 2,5 
A. pulmonis 1 2,5 
 
Existen pocos estudios que evalúen el significado clínico de las infecciones 
producidas por diferentes especies de Achromobacter. A lo largo del tiempo se ha 
detectado que A. xylosoxidans puede asociarse a neumonía, bacteriemia [16, 17], 
pancreatitis necrotizante [18], infecciones del tracto urinario [19] e incluso meningitis 
[20]. Algunos autores han sugerido que las infecciones crónicas por A. xylosoxidans en 
pacientes fibroquísticos pueden producir disminución de la función pulmonar [28, 29] 
y que algunos aislamientos de dicha especie tienen la capacidad de producir biofilms 
provocando deterioro del pulmón [187]. Sin embargo, otras especies del género son 
consideradas ambientales y raramente asociadas a infecciones en humanos [33]. En los 
últimos años, a partir del empleo de nuevas técnicas para la identificación de 
aislamientos en este género, se comenzó a evaluar el rol de otras especies en 
infecciones, sobretodo en paciente fibroquísticos. En el año 2006, se reportó en 
Dinamarca, entre los pacientes fibroquísticos, la diseminación de un clon de A. 
ruhlandii denominado DES (Danish epidemic strain), el cual fue muy difícil de erradicar 
a pesar de las medidas de control implementadas [120, 188]. Más recientemente se ha 
reconocido la existencia de nuevas especies [11-14], como A. insuavis, A. aegrifaciens, 
A. anxifer y A. dolens, las cuales son capaces de generar infecciones en humanos.  
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En este estudio se puede observar que otras especies diferentes de A. xylosoxidans 
son recuperadas de muestras clínicas, las cuales representan aproximadamente el 60% 
de los aislamientos analizados (Tabla 25).  
En la actualidad se desconoce la prevalencia real de las diferentes especies de 
Achromobacter. En este sentido, la correcta identificación de las mismas podría 
contribuir al esclarecimiento del rol de cada especie en la evolución de las patologías, 
en especial en pacientes fibroquísticos. Asimismo, resultaría importante el estudio de 
la presencia de posibles factores de virulencia en las diferentes especies de 
Achromobacter para poder establecer su potencial patogénico, el cual en la actualidad 
es incierto.  
 
3. Estudios de sensibilidad a los antimicrobianos 
Se estudió la sensibilidad a antibióticos de todos los aislamientos de 
Achromobacter. Al igual que en los aislamientos del caso anterior, estos resultaron 
resistentes a quinolonas y aminoglucósidos, y tal como se había mencionado, esto es 
debido a que estas especies presentan resistencia natural a estas drogas. Los 
antibióticos más activos para este grupo fueron PIP, TZP, CAZ y los carbapenemes. Por 
otra parte, se observa el comportamiento variable frente a TMS y resistencia a CST en 
el 72,5% de los aislamientos. 
No se evidenciaron aislamientos resistentes a carbapenemes y solo un aislamiento 
de A. insuavis (A23) presentó resistencia a CAZ con un valor de CIM de 32 μg/ml.  
En la tabla 26 pueden observarse los valores de CIM50, CIM90, y rangos de CIM de los 
13 antibióticos ensayados. 
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Tabla 26: Sensibilidad antibiótica de Achromobacter spp.  
ANTIBIÓTICO CIM50
a (µg/ml) CIM90
a (µg/ml) Rango (µg/ml) 
CEFTAZIDIMA 4 8 0,25 – 32 
CEFEPIME 16 64 2 – 128 
PIPERACILINA 1 2 0,5 – 4 
PIPERACILINA/TAZOBACTAM 0.5 1 0,06 -1 
AMPICILINA 4 32 4-256 
CEFOXITINA 256 >256 1->256 
IMIPENEM 1 2 0,03 – 4 
CIPROFLOXACINA 2 8 0,5 – 128 
KANAMICINA 32 1024 16->1024 
GENTAMICINA 16 1024 4 – 1024 
TRIMETOPRIMA-SULFAMETOXAZOL  2 4 0.03 – >128 
COLISTIN 16 32 ≤0.125- 64 
ACIDO NALIDIXICO 256 >256 ≤ 0,5->256 
aCIM50 y CIM90 definidas como la mínima concentración de antibiótico capaz de inhibir el 50% y 
el 90 % de los aislamientos ensayados, respectivamente. 
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Aislamientos bacterianos grupo 3 
Estudio del brote 1 
Se incluyeron 10 aislamientos clínicos, previamente identificados como 
Achromobacter spp., procedentes de un centro privado de la Ciudad de Mar del Plata. 
7 de ellos (3709, 6993, 7067, 7880, 9455, 12047 y 12787) fueron recuperados de 
muestras clínicas y 3 (6569, 8123 y 8831) fueron aislados de ampollas de medicación 
anestésica. 
 
1. Identificación molecular mediante amplificación y 
secuenciación del gen nrdA [145] 
Se determinó la especie de manera fehaciente por amplificación y secuenciación del 
gen nrdA. En todos los casos se obtuvo un nuevo alelo de dicho gen, el cual fue 
idéntico para todos los aislamientos. Este alelo no correspondió a ninguno de los 
depositados en la base de datos, presentando mayor grado de identidad con nrdA 150 
de A. genogrupo 19. Este alelo fue depositado en la base de datos de MLST para 
Achromobacter. 
 
2. Identificación por MLST y comparación de los concatenados  
Se amplificaron fragmentos de los 7 genes conservados descriptos previamente [11] 
de acuerdo a http://pubmlst.org/achromobacter/, para 2 aislamientos 
representativos: 7067 y 12047. 
En la corrida electroforética en gel de agarosa al 1,5 % se observaron amplicones 
compatibles al tamaño esperado para los 7 fragmentos génicos. 
Las secuencias de los fragmentos amplificados de eno, lepA, nrdA, nusA, y rpoB para 
7067 y 12047 fueron idénticas entre sí para los diferentes genes y correspondieron a 
nuevas variantes alélicas (Anexo IV). Estos nuevos alelos fueron depositados en la base 
de datos de MLST para Achromobacter para asignarles los números correspondientes. 
Dado que los alelos obtenidos no fueron coincidentes con ninguno de los depositados 
en base de datos, se procedió al armado de los concatenados para determinar la 
especie. El dendrograma obtenido por Máxima Verosimilitud se muestra en la figura 
30. El mismo árbol se obtuvo cuando se aplicó el método de distancias. 
RESU LTADOS Y  D ISCUSIÓ N  
 
140 
 
Figura 30: Dendrograma de los concatenados obtenido por máxima 
verosimilitud  
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Basados en el dendrograma y la técnica MLST realizada, los aislamientos 7067 y 
12047 fueron asignados como A. genogrupo 20.  
 
3. Tipificación molecular mediante amplificación al azar de 
ADN polimórfico (RAPD-PCR) 
Una vez que se verificó que los aislamientos correspondían a la misma especie, se 
procedió a confirmar si se trataba de la misma cepa, por medio de una técnica basada 
en una reacción de PCR, tal como se explicó en la sección materiales y métodos.  
Los fragmentos amplificados fueron resueltos en un gel de agarosa 1,5 % durante al 
menos 3 horas en buffer TBE, tal como se muestra en la figura 31. 
 
Figura 31: Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de la reacción de PCR llevada a cabo con los 
cebadores RAPD 270.  
 
Calles: (1) 6569, (2) 8123, (3) 8831, (4) 3709, (5) 6993, (6) 7067, (7) 7880, (8) 9455, (9) 12047, 
(10) 12787, (11) Achromobacter 1 NO RELACIONADO y (12) Achromobacter 2 NO 
RELACIONADO 
Cuando se realizó la reacción de PCR con los cebadores RAPD 7, no se obtuvieron 
productos de amplificación, por lo cual esta técnica no resultó de utilidad para el 
género Achromobacter. Cuando se emplearon los cebadores RAPD 270 previamente 
empleados para discriminar tanto Stenotrophomonas maltophilia como 
Achromobacter spp. en pacientes con fibrosis quística [189], se logró generar un perfil 
adecuado para comparar los diferentes aislamientos. Si bien la cantidad de bandas que 
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se observa es baja, lo cual puede implicar un poder de discriminación limitado, se pudo 
observar que todos los aislamientos presentan un perfil de amplificación muy similar, 
siendo indistinguibles por esta técnica (Figura 31). Para confirmar si realmente los 
aislamientos eran isogénicos fue necesario aplicar una técnica que presente un mayor 
poder de discriminación. 
4. Tipificación molecular mediante electroforesis de campo 
pulsado (PFGE) 
Como se mencionara precedentemente, el PFGE es la técnica de tipificación que 
resulta más reproducible y altamente discriminatoria en comparación con otras 
técnicas moleculares. Se utilizó la enzima de restricción XbaI (Figura 32) tal como está 
reportado para tipificar aislamientos de este género [175]. Esta técnica es la que se 
considera como Gold Standard. 
 
Figura 32: Electroforesis de campo pulsado.  
 
Calles: (1) Achromobacter NO RELACIONADO, (2) 3709, (3) 6569, (4) 6993, (5) 7067, (6) 
7880, (7) 8123, (8) 8831, (9) 9455, (10) 12047 y (11) 12787.  
 
1       2       3       4       5       6       7       8       9      10     11      
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El perfil de bandas obtenido resultó idéntico para la mayoría de los aislamientos. Se 
empleó el programa TREECON para la construcción del dendrograma correspondiente 
(Figura 33). 
Figura 33: Dendrograma obtenido a partir del perfil de bandas. 
 
Los aislamientos de Achromobacter 3709, 6569, 6993, 7067,7880, 8123, 8831 y 
9455 fueron isogénicos, y presentaron un porcentaje de similitud mayor al 90% con 
12047 y 12787, lo cual indicaría que todos los aislamientos de este brote estarían 
relacionados. Asimismo, se agregó como control un aislamiento no relacionado (ANR), 
para verificar si el método es capaz de discriminar aislamientos “relacionados” de 
aquellos “no relacionados”, el cual arrojó resultados esperados dando validez al 
mismo. 
Resulta de importancia mencionar que los aislamientos de Achromobacter 6569, 
8123 y 8831 fueron recuperados de ampollas anestésicas, por lo cual esto sugiere que 
la diseminación de este microorganismo pudo estar asociada al empleo de las mismas, 
ya que las muestras recuperadas de los pacientes y de dichas ampollas estaban 
clonalmente relacionadas. 
Se entiende por brote nosocomial a la ocurrencia de un mayor número de casos de 
un determinado tipo de infección, en relación al esperado para un determinado 
servicio u hospital, dentro de un periodo de tiempo específico. El estudio de brotes es 
de suma importancia para detener la propagación del agente causal de la infección, 
encontrar la fuente de infección, identificar el mecanismo de transmisión, determinar 
la población susceptible o con mayor riesgo de padecerla y reforzar las medidas de 
control para prevenir futuras infecciones. 
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Si bien son poco frecuentes, en Achromobacter spp. existen reportes de brotes 
hospitalarios. Entre las fuentes de diseminación de estos brotes, se puede mencionar: 
soluciones contaminadas de clorhexidina [190], soluciones desinfectantes [191, 192], 
geles de ultrasonido [193], material de enfermería contaminado [194], entre otros. 
A partir de los resultados obtenidos se procedió a informar al centro de salud con el 
fin de instaurar medidas para controlar la diseminación e impedir el aumento en el 
número de casos de pacientes afectados por este microorganismo poco frecuente. 
 
Estudio de brote 2 
Se incluyeron 7 aislamientos clínicos (399189, 399145, 399819, 407704, 413638, 
416491 y 418101), previamente identificados como Achromobacter spp., procedentes 
de un centro privado de la Ciudad de Buenos Aires. 
 
1. Identificación molecular mediante amplificación y 
secuenciación del gen nrdA [145] 
Todos los aislamientos presentaron el mismo alelo de nrdA, a excepción del 
aislamiento 399819 que presentó el alelo 113, correspondiente a A. xylosoxidans. El 
alelo identificado en el resto de los aislamientos fue idéntico al encontrado en los 
aislamientos analizados en el brote anterior, presentando mayor grado de identidad 
con nrdA 150 de A. genogrupo 19. 
Tabla 27: Identificación por medio de amplificación y secuenciación del gen nrdA. 
Cepa Alelo de nrdA 
407704 Nuevo alelo. Más cercano: nrdA 150. A. genogroup 19 
399819 Alelo: nrdA 113.A. xylosoxidans 
399145 Nuevo alelo. Más cercano: nrdA 150. A. genogroup 19 
418101 Nuevo alelo. Más cercano: nrdA 150. A. genogroup 19 
413638 Nuevo alelo. Más cercano: nrdA 150. A. genogroup 19 
416491 Nuevo alelo. Más cercano: nrdA 150. A. genogroup 19 
399189 Nuevo alelo. Más cercano: nrdA 150. A. genogroup 19 
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2. Identificación por MLST y comparación de los concatenados 
Se amplificaron fragmentos de los 7 genes conservados descriptos previamente [11] 
de acuerdo a http://pubmlst.org/achromobacter/, para uno de los aislamientos 
representativos: 413638. 
En la corrida electroforética en gel de agarosa al 1,5% se observaron amplicones 
compatibles al tamaño esperado para los 7 fragmentos génicos.  
Las secuencias de los fragmentos amplificados de gltB, nrdA, nusA y rpoB 
correspondieron a nuevas variantes alélicas (Anexo IV). Estos nuevos alelos fueron 
depositados en la base de datos de MLST para Achromobacter con el fin de asignarles 
los números correspondientes. Dado que los alelos obtenidos no fueron coincidentes 
con ninguno de los depositados en base de datos, se procedió al armado de los 
concatenados para determinar la especie. 
El dendrograma obtenido por Máxima Verosimilitud se representa en la figura 34. El 
mismo árbol se obtuvo cuando se aplicó el método de distancias. 
Basados en el dendrograma y la técnica MLST realizada, el aislamiento 413638 fue 
asignado como A. genogrupo 20. 
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Figura 34: Dendrograma de los concatenados obtenido por máxima 
verosimilitud  
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3. Tipificación molecular mediante electroforesis de campo 
pulsado (PFGE) 
Se realizó la tipificación de los aislamientos por PFGE. Los resultados obtenidos se 
muestran en la figura 35. 
Figura 35: Electroforesis de campo pulsado. 
 
Calles: (1) 399145, (2) 399189, (3) 399819, (4) 407704, (5) 413638, (6) 416491, (7) 418101 y (8) 
Achromobacter NO RELACIONADO 
 
Tal como se mencionó previamente, se empleó el programa TREECON para 
construir el dendrograma correspondiente (Figura 36). 
Figura 36: Dendrograma obtenido a partir del perfil de bandas. 
   1      2      3      4     5      6      7      8  
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Los aislamientos 399189, 407704 y 413638 resultaron isogénicos, y estaban 
relacionados con 399145 con un porcentaje de similitud mayor al 90%. Asimismo, los 
aislamientos 416491 y 418101 fueron isogénicos entre sí y no estarían relacionados 
con el grupo mencionado anteriormente ya que se diferenciaron en más de 6 bandas 
(criterios de Tenover), presentando un porcentaje de similitud del 60%.  
El aislamiento 399819, que por nrdA se determinó que correspondía a A. 
xylosoxidans, no estuvo relacionado con los otros aislamientos.  
En este caso, no fue posible determinar el nexo epidemiológico para los 
aislamientos 399145, 399189, 407704 y 413638, debido a que no contábamos con la 
información completa acerca de las muestras. En base a los datos recolectados, 
múltiples causas pueden haber contribuido a la diseminación de este microorganismo. 
Entre ellas, la contaminación de dispositivos como soluciones desinfectantes, jabones 
o medicamentos, que estos pacientes hubieran compartido una misma habitación o 
quirófano o el mismo personal de salud tratante, son todos posibles orígenes que hay 
que contemplar y tener en cuenta para explicar el brote. Por lo tanto, se procedió a 
informar al centro de salud con el fin de que se instauren medidas para controlar la 
diseminación e identificar posibles causas en el aumento de pacientes afectados por 
este microorganismo. 
La técnica de RAPD se la utiliza como método preliminar para discriminar 
aislamientos debido a que es rápida, poco laboriosa, fácil de interpretar y económica, 
sin embargo puede presentar un bajo poder de discriminación y reproducibilidad. Si 
bien los cebadores RAPD 270 fueron descriptos inicialmente para otras especies, varios 
autores [187, 189, 195] han planteado el empleo de estos cebadores para el género 
Achromobacter. No obstante, los resultados obtenidos en los estudios realizados en 
nuestro laboratorio no coincidieron con dicha apreciación. Este método se ve 
influenciado fuertemente por ciertas variaciones metodológicas, tales como la 
concentración de ADN utilizado como molde, la temperatura de annealling, la 
concentración de magnesio, entre otras, lo que determina la necesidad de una 
exhaustiva estandarización del método en cada laboratorio. Probablemente debido a 
ello no fue posible obtener un patrón de bandas adecuado en el estudio del brote 2.  
En ambos estudios, el método de PFGE empleando XbaI permitió la tipificación de 
los aislamientos. Esta técnica presentó un mayor grado de discriminación ya que 
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permitió mayor diferenciación de los aislamientos respecto a los observados en RAPD-
PCR. En este sentido, el empleo de los cebadores RAPD 270 podría resultar útil para 
realizar un primer estudio de clonalidad, en especial por su rapidez y bajo costo, sin 
embargo cuando los patrones que se observan en esta técnica resultan indistinguibles 
es necesario realizar PFGE. 
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CAPITULO 2: Sphingobacterium spp. 
Estudio de las proteínas de membrana externa 
Tal como se comentó en la sección de materiales y métodos, se incluyeron tres 
aislamientos de Sphingobacterium spp. los cuales presentaban resistencia disociada a 
carbapenemes (resistentes a IMP pero sensibles a MEM). En un estudio previo 
realizado por nuestro grupo de trabajo en colaboración con el Dr. Vay y la Dra. 
Almuzara del Hospital de Clínicas José de San Martín, se había determinado que la 
resistencia disociada a carbapenemes en estos aislamientos no se debía a la presencia 
de β-lactamasas conocidas ni a bombas de eflujo capaces de expulsar IMP [1]. En este 
trabajo se pretendió evaluar el perfil de proteínas de membrana externa y su 
implicancia en la resistencia a IPM. En el estudio se incluyó como control un 
aislamiento sensible a ambos carbapenemes (98S) (Tabla 28). 
 
Tabla 28: Aislamientos de Sphingobacterium spp. incluidos en el estudio. Valores de CIM a 
carbapenemes. 
Aislamiento Especie CIM a IMP 
(μg/ml) 
CIM a MEM 
(μg/ml) 
98 S S. multivorum 0,06 0,03 
90 S. multivorum 16 2 
99 S. multivorum 16 2 
100 S. multivorum 8 2 
 
1. Análisis del perfil de proteínas de membrana externa (OMP) 
Al realizar la extracción de OMP para todos los aislamientos de Sphingobacterium se 
pudo observar que aquellos aislamientos resistentes a IMP presentaban una única 
banda en su perfil, mientras que el aislamiento sensible presentaba 2 bandas (Figura 
37). El aislamiento 100, si bien presentó 2 bandas, una de ellas fue de menor 
intensidad.  
Para investigar si esta proteína podría estar implicada en la resistencia a IPM, se 
realizó la selección de mutantes resistentes a dicho antibiótico a partir del aislamiento 
sensible (98S). 
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Figura 37: Perfil de proteínas de membrana externa para aislamientos de Sphingobacterium. 
 
2. Selección de mutantes resistentes a imipenem.  
Se seleccionaron mutantes resistentes a IPM a partir del aislamiento sensible, por 
pasajes sucesivos en medio líquido conteniendo concentraciones crecientes de dicha 
droga, hasta una concentración final de 8 μg/ml. Se seleccionó la mutante 98R y se 
procedió a realizar la extracción de OMPs. Los extractos fueron resueltos por 
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (Figura 38). Se incluyeron los 
aislamientos 98S (CIM: 0,06 µg/ml) y la mutante resistente 98R (CIM: 16µg/ml) para 
comparar los perfiles de OMP. 
 
Figura 38: Corrida electroforética de las OMP presentes en el aislamiento sensible a IPM 
(98S) y la mutante resistente al mismo (98R). 
 
A partir del perfil de proteínas obtenido para el aislamiento sensible y la mutante 
resistente, pudo evidenciarse la pérdida o disminución en la expresión de una proteína 
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de membrana externa de aproximadamente 50 KDa, la cual podría estar implicada en 
la resistencia a IPM, tal como ocurre en P. aeruginosa. 
 
3. Perfil de proteínas de membrana externa para posterior transferencia 
Se realizó nuevamente la extracción de proteínas de membrana externa teniendo 
en consideración las recomendaciones del Laboratorio Nacional de Investigación y 
Servicios en Péptidos y Proteínas (Lanais-Pro), para lograr una correcta transferencia 
de la proteína a la membrana de PVDF. 
Se seleccionó la banda proteica que solo se encuentra presente en el aislamiento 
sensible pero no en el resistente a IPM para su posterior análisis.  
 
4. Secuenciación del amino terminal 
A partir de la proteína transferida a la membrana de PVDF, se intentó la 
identificación del amino terminal de la proteína, sin embargo la misma se encontraba 
bloqueada y por lo tanto no se pudo lograr la determinación de la secuencia del amino 
terminal. 
Las proteínas cuyo extremo N‐terminal está bloqueado ya sea por grupo amino 
acetilado o formilado, no pueden secuenciarse. Aproximadamente el 50 % de todas las 
proteínas presentan este extremo bloqueado, ya sea de forma natural o bien porque 
se bloquea durante el proceso de preparación. En este segundo caso, los reactivos y/o 
solventes utilizados contienen contaminantes capaces de reaccionar con el extremo 
amino (cianato, aldehídos, ácido acrílico, entre otros) que son los causantes del 
bloqueo. Para evitar este tipo de bloqueo, se procedió nuevamente a procesar la 
muestra de acuerdo al protocolo detallado por el Laboratorio Nacional de 
Investigación y Servicios en Péptidos y Proteínas (Lanais-Pro) (Anexo II), sin embargo la 
proteína se encontraba bloqueada en su secuencia N-terminal, sugiriendo que la 
misma se encuentra naturalmente bloqueada.  
 
5. Identificación de proteína de membrana por MALDI-TOF 
Se cortó la banda proteica del gel de poliacrilamida, realizado en las condiciones 
descriptas previamente (Anexo II). La misma fue digerida con tripsina y los péptidos 
resultantes de la digestión se analizaron mediante espectrometría de masas MALDI-
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TOF. La identificación de proteínas se realizó por búsqueda en la base de datos NCBInr 
usando el algoritmo ProFound. Se obtuvieron espectros que permitieron conocer la 
secuencia de los diversos péptidos de dicha proteína. Aún no se ha podido dilucidar la 
secuencia completa de la proteína dado que hasta el momento, en la base de datos 
empleada, no existe ninguna proteína que presente cierto grado de identidad con los 
diferentes ensambles construidos a partir de las secuencias peptídicas. 
Actualmente se continúa con el estudio de esta proteína para lograr su 
identificación. 
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CAPITULO 3:  Pseudomonas putida 
Se incluyeron 3 aislamientos de P. putida recuperados de pacientes internados, en 
el periodo 2004-2007, que presentaron resistencia disociada a carbapenemes. En la 
tabla 29 se observan los valores de CIM de algunos antibióticos de relevancia clínica en 
dichos aislamientos  
 
Tabla 29: Valores de CIM (µg/ml) de los  antimicrobianos ensayados 
 
Antibióticos 
            CIM (µg/ml)  
174 217 236 
Piperacilina-tazobactam 32 8 16 
Ceftazidima 8 2 8 
Cefepime 8 32 16 
Meropenem 32 16 16 
Imipenem 0,5 0,5 2 
Ertapenem 128 16 128 
Colistin 2 1 2 
Ciprofloxacina 16 32 0,25 
Gentamicina 2 4 8 
 
Todos los aislamientos resultaron resistentes a MEM y sensibles a IPM de acuerdo a 
los puntos de corte propuestos por el CLSI para BGNNF [196].  
 
Ensayos fenotípicos y genotípicos de detección de la presencia 
de carbapenemasas 
Se descartó la presencia de carbapenemasas de clase A por ensayos de difusión con 
discos empleando inhibidores de β-lactamasas (ácido clavulánico y ácido 
fenilborónico). Asimismo la amplificación por PCR de genes codificantes de dichas 
carbapenemasas (blakpc, blaIMI, blaSME, blaGES, blaNMC-A) fue negativa.  
La detección fenotípica de MBLs empleando EDTA (1 µmol) fue negativa en todos 
los aislamientos. Asimismo, la amplificación por PCR utilizando cebadores múltiples 
para la detección de genes codificantes de MBLs descripta por Ellington [197] fue 
negativa en todos los casos y para todos los tipos de metaloenzimas estudiadas.  
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Análisis de los Sistemas de Eflujo 
1. Detección fenotípica de la expresión de los sistemas de eflujo 
Se estudió fenotípicamente la expresión de bombas de eflujo empleando 
inhibidores como reserpina (50 µg/ml) y PAβN (50 µg/ml), como se describió en la 
sección de materiales y métodos. 
Los valores de CIM en presencia y ausencia del inhibidor de sistemas de eflujo PAβN 
se observan en la tabla 30. 
 
Tabla 30: Valores de CIM (μg/ml) de MEM en presencia y ausencia del inhibidor PAβN (50 
µg/ml). 
Aislamientos 
Meropenem (μg/ml) 
Eflujo 
sin PAβN con PAβN 
174 32 ≤0,5 + 
217 16 ≤0,5 + 
236 16 ≤0,5 + 
182 2 2 - 
 
En los 3 aislamientos se observó la disminución en el valor de CIM de MEM cuando 
se agregó PAβN, pero no cuando se agregó reserpina. En el aislamiento sensible a 
carbapenemes empleado como control (182), no se observó variación en la CIM de 
dicho antibiótico en presencia de los inhibidores ensayados. 
 
2. Identificación de la presencia de la bomba de eflujo ArpABC 
En todos los aislamientos de P. putida analizados, incluso en la cepa control (182), 
se detectó la presencia del gen codificante de ArpB. La secuencia fue 100 % idéntica a 
la descripta previamente [59]. 
 
3. Análisis de los niveles de expresión de la bomba de eflujo ArpABC 
Los niveles de arpB fueron determinados por RT-PCR tal como se mencionó en la 
sección de materiales y métodos, y los resultados se observan en la figura 39. 
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Figura 39: Niveles de expresión de arpB medidos por RT-PCR 
 
 
La bomba ArpABC ha sido descripta en aislamientos de P. putida como responsable 
de otorgar resistencia a ciertos antibióticos, entre ellos algunos β-lactámicos. Sin 
embargo, hasta el momento no se ha estudiado si la misma es capaz de conferir 
resistencia a MEM [59]. A partir de lo ensayado en este trabajo, en todos los 
aislamientos se observó un aumento en los niveles de expresión de la bomba con 
respecto al aislamiento control (sensible a carbapenemes). La sobreexpresión de esta 
bomba de eflujo podría contribuir a la resistencia observada a MEM en aquellos 
aislamientos de P. putida que presentan resistencia disociada a carbapenemes. Esto 
podría ser similar a lo observado para los sistemas de eflujo en P. aeruginosa, en el 
cual la sobreexpresión del sistema MexAB-OprM es capaz de conferir resistencia a 
MEM (sin afectar a IPM) [198, 199], mientras que los sistemas MexCD-OprJ y MexXY-
OprM podrían estar implicados en la disminución de la sensibilidad al mismo [198].  
Actualmente se están analizando posibles alteraciones en las porinas y su 
participación en la resistencia observada. 
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CAPITULO 1: Achromobacter spp. 
Acerca de la identificación de las especies de Achromobacter 
 Se logró identificar en forma inequívoca aislamientos de Achromobacter spp., 
para lo cual fue necesario llevar a cabo ensayos feno y genotípicos. Los ensayos 
bioquímicos resultaron apropiados para la identificación de A. xylosoxidans en la 
mayoría de los casos, sin embargo no fueron concluyentes en la identificación de 
otras especies del género.  
 Por MALDI-TOF se logró identificar correctamente a nivel de género pero no así, 
de manera certera, a nivel de especie. Posiblemente esto se deba a que los perfiles 
que se obtienen para las diferentes especies del género resultan ser muy similares o 
bien a que la base de datos utilizada no resulte en la actualidad completa para las 
diferentes especies. 
 La identificación por amplificación y secuenciación del gen codificante del ARNr 
16S, que en general resulta una herramienta útil, no permitió discriminar entre las 
diferentes especies de Achromobacter.  
 El MLST, y eventualmente la construcción de concatenados, constituyeron 
herramientas certeras para la identificación a nivel de especie de las bacterias del 
género Achromobacter, pero no resultan aplicables a los laboratorios de mediana 
complejidad. En este sentido, los métodos que emplean la identificación de un solo 
gen podrían tener una mayor aplicación, como por ejemplo la amplificación y 
secuenciación del gen nrdA (propuesta por Spilker) cuyos resultados fueron 
comparables a los obtenidos por MLST.  
 Se evidenció que la amplificación del gen blaOXA-114 (propuesta por Turton et al.) 
puede conducir a una identificación errónea si no se determina la secuencia de 
dicho amplicón. Asimismo, al analizar los amplicones de blaOXA-114 obtenidos para los 
aislamientos de A. xylosoxidans se encontraron 10 alelos nuevos, 9 de los cuales 
correspondieron a mutaciones sinónimas, mientras que el restante correspondió a 
una nueva variante asignada como OXA-114o (JX306686), observándose gran 
plasticidad de este gen.  
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 Se identificaron nuevos genes codificantes de enzimas de tipo OXA, blaOXA-258 en 
A. ruhlandii, blaOXA-243 en A. insuavis y blaOXA-364 en A. dolens. 
 La amplificación y secuenciación de blaOXA empleando cebadores diseñados en 
este trabajo, que permiten amplificar de manera completa los genes que codifican 
para todas las variantes mencionadas, permitió la identificación inequívoca de las 
especies de Achromobacter. Si bien es necesario contar con un mayor número de 
aislamientos de estas especies, estas enzimas parecerían ser ubicuas y específicas 
de A. ruhlandii, A. dolens y A. insuavis, constituyendo posibles marcadores para su 
identificación. 
 La correcta identificación de las especies de Achromobacter ha permitido 
reportar por primera vez el hallazgo de especies diferentes a A. xylosoxidans en 
muestras provenientes de pacientes fibroquísticos, en nuestro medio. Entre ellas, 
podemos destacar el hallazgo de A. spiritinus, A. marplatensis, A. insolitus, A. 
spanius, A. pulmonis, especies que resultan muy infrecuentes en muestras clínicas. 
 A pesar que la prevalencia real de las diferentes especies de Achromobacter 
resulta incierta, la correcta identificación de las mismas podría contribuir al 
esclarecimiento del rol de cada especie en la evolución de las patologías, en especial 
en pacientes fibroquísticos. Asimismo, resulta importante el estudio de la 
prevalencia y la presencia de posibles factores de virulencia en las especies de 
Achromobacter para poder establecer su potencial patogénico, el cual en la 
actualidad es incierto. 
 
Acerca de la sensibilidad a los antimicrobianos en Achromobacter 
spp. 
 Achromobacter spp. presenta de manera natural resistencia a múltiples 
antimicrobianos, incluyendo las fluoroquinolonas, los aminoglucósidos y la mayoría 
de los β-lactámicos de amplio espectro.  
 Piperacilina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima y carbapenemes fueron los 
antibióticos que presentaron mayor actividad frente a aislamientos de este género. 
Sin embargo en este trabajo se reporta la emergencia de aislamientos resistentes a 
carbapenemes y a ceftazidima. 
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 Tanto los métodos fenotípicos como genotípicos permitieron descartar la 
presencia de carbapenemasas de clase A y clase B (MBLs). 
 La inhibición con cloruro de sodio al 2%, permitió sospechar que la resistencia a 
carbapenemes en A. ruhlandii podría ser atribuida a la presencia de una β-
lactamasa de clase D. Sin embargo la detección de los genes codificantes de 
carbapenemasas de tipo OXA ensayadas fue negativa, sugiriendo que la resistencia 
a carbapenemes podría atribuirse a la enzima OXA-258a descripta en este trabajo o 
bien a otra enzima de clase D aún no descripta.  
 Los estudios cinéticos permitieron demostrar que OXA-258a no es capaz de 
hidrolizar de manera eficiente al imipenem.  
 Al analizar comparativamente los entornos genéticos de blaOXA-258a y blaOXA-258b se 
descartó la presencia de secuencias de inserción u otros elementos genéticos 
capaces de aumentar el nivel de expresión de OXA-258a. En base a lo expuesto es 
posible asumir que la enzima OXA-258a presente en los aislamientos de A. ruhlandii 
resistentes a carbapenemes no sería responsable de dicho perfil de resistencia. 
 Los ensayos de sinergia empleando ácido fenilborónico permitieron sospechar la 
presencia de enzimas de tipo AmpC. A partir de las secuencias de genoma completo 
obtenidas en este estudio para dos aislamientos de A. ruhlandii (uno sensible y otro 
resistente a carbapenemes), se identificaron dos nuevas enzimas de tipo AmpC que 
presentaron un 96% de identidad en secuencia de aminoácidos. A su vez se analizó 
el entorno genético, detectando la presencia en ambos casos de un promotor 
fuerte capaz de regular la expresión de estos genes. Se prevé en estudios futuros 
determinar los parámetros cinéticos de estas enzimas de tipo AmpC, de manera de 
investigar su participación en el perfil de resistencia observado. 
 Se descartaron posibles alteraciones en la permeabilidad de la membrana 
externa debidas a la disminución en la expresión de alguna porina, capaces de 
contribuir a la resistencia a carbapenemes en A. ruhlandii. 
 Se describió en este trabajo la presencia de un sistema de eflujo de tipo RND, 
AxyABM, en A. ruhlandii, el cual había sido previamente descripto en A 
xylosoxidans.  
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Acerca de la caracterización de los brotes producidos por 
aislamientos de Achromobacter spp. 
 La identificación por la amplificación y secuenciación de nrdA [145], permitió 
confirmar que los aislamientos pertenecían a una misma especie. El alelo de nrdA 
identificado no correspondió a ninguno de los depositados en base de datos, 
presentando un mayor grado de homología con el alelo nrdA 150 de A. genogrupo 
19. 
 Los aislamientos fueron asignados como A. genogrupo 20 por construcción de los 
concatenados de los genes propuestos en el esquema de MLST y su posterior 
análisis filogenético. 
 Si bien la técnica RAPD-PCR es una técnica rápida y de bajo costo, se evidenció la 
dificultad de estandarización de la misma y su bajo poder de discriminación en este 
género.  
 La tipificación por medio PFGE-XbaI resultó ser un método útil para el estudio de 
clonalidad en aislamientos del género Achromobacter, evidenciándose un alto 
poder de discriminación y reproducibilidad.  
 Los aislamientos del género Achromobacter del “estudio 1” recuperados de 
ampollas anestésicas fueron isogénicos con las muestras tomadas de los pacientes. 
Por tal motivo, se sugiere la posibilidad de un brote asociado al empleo de las 
mismas.  
 Algunos aislamientos del “estudio 2” resultaron isogénicos, sin embargo, no fue 
posible determinar el nexo epidemiológico debido a que no contábamos con 
mayores datos sobre los mismos.  
 Si bien los brotes debidos a Achromobacter spp. son infrecuentes, es importante 
contar con herramientas que permitan un rápido análisis de estas situaciones. 
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CAPITULO 2:  Sphingobacterium spp. 
Acerca del estudio de las proteínas de membrana externa 
 Por comparación de los perfiles de proteínas de membrana externa resueltos por 
SDS-PAGE, se determinó que la resistencia disociada en los aislamientos de 
Sphingobacterium spp. (resistencia a imipenem y sensibilidad a meropenem) podría 
deberse a la pérdida o disminución de la expresión de una proteína de 
aproximadamente 50 kDa. 
 No fue posible determinar la secuencia del extremo N-terminal de esta proteína 
dado que el mismo se encontraría naturalmente bloqueado.  
 La proteína fue digerida con tripsina y los péptidos resultantes se analizaron 
mediante espectrometría de masas MALDI-TOF. Aún no se ha podido dilucidar la 
secuencia completa de la proteína dado que hasta el momento no existe ninguna 
proteína en la base de datos empleada que presente cierto grado de identidad con 
los posibles ensambles realizados.   
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CAPITULO 3:  Pseudomonas putida 
Acerca del estudio de la presencia de carbapenemasas  
 Se descartó la presencia de carbapenemasas de clase A y clase B, tanto por 
ensayos fenotípicos como genotípicos.   
 
Acerca del estudio del sistemas de eflujo ArpABC 
 Se confirmó la presencia del gen codificante de la proteína ArpB en los 
aislamientos de P. putida, independientemente del perfil de sensibilidad a los 
carbapenemes. 
 A partir de los ensayos realizados en este trabajo se pudo inferir que la 
resistencia disociada a carbapenemes (imipenem sensible y meropenem resistente) 
podría deberse a la sobreexpresión de la bomba de eflujo ArpABC. Esto no solo se 
evidenció a partir de la detección fenotípica de la bomba de eflujo utilizando el 
inhibidor PAβN, sino también a partir del aumento en los niveles de expresión de 
arpB determinados por RT-PCR, en aquellos aislamientos resistentes a meropenem. 
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MEDIOS DE CULTIVO 
 BHI agar (Brain Heart Infusion): 
Brain Heart Infusion (BHI) Agar es un medio de uso general adecuado para el cultivo 
de una amplia variedad de microorganismos, incluidos las bacterias, levaduras y 
algunos hongos filamentosos. 
 
Fórmula por litro 
Infusión de cerebro y corazón de (sólidos) 8,0 g 
Digerido péptico de tejido animal 5,0 g 
Digerido pancreático de caseína 16,0 g 
Cloruro sódico 5,0 g 
Glucosa 2,0 g 
Fosfato disódico de hidrógeno 2,5 g 
Agar 13,5 g 
pH: 7,4 ± 0,2  
 
 TSA (Tripteina Soya Agar): 
Medio utilizado para propósitos generales, favorece el desarrollo y aislamiento de 
una gran variedad de microorganismos aerobios, y anaerobios facultativos y estrictos. 
El agregado de sangre, permite el aislamiento y cultivo de microorganismos aerobios y 
anaerobios nutricionalmente exigentes y la observación de reacciones de hemólisis. 
Asimismo, puede utilizarse como medio base para preparar el medio agar chocolate. 
 
Fórmula por litro 
Tripteína (digerido pancreático de Caseína) 15,0 g 
Peptona de soya 5,0 g 
NaCl 5,0 g 
Agar 15,0 g 
pH: 7.3 ± 0.2  
 
 LB (Luria Bertani): 
El medio Luria-Bertani (LB) es uno de los más usados para el cultivo de muchas 
especies bacterianas, debido a que es rico en nutrientes, de fácil elaboración y permite 
el crecimiento de una gran variedad de cepas. 
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Fórmula por litro 
Tripteína (digerido pancreático de Caseína) 10,0 g 
Extracto de levadura 5,0 g 
NaCl 5,0 g 
NaOH 1N 1,0 ml 
pH:7  
 
El medio sólido, agar LB se preparó de la misma manera y se le añadió 15 g/l de agar 
 
 MHA (Mueller Hinton Agar): 
Este medio de cultivo ha sido recomendado universalmente para la prueba de 
sensibilidad a los antimicrobianos. Además es útil con el agregado de sangre para el 
cultivo y aislamiento de microorganismos nutricionalmente exigentes. 
 
Fórmula por litro 
Infusión de carne 300,0 g 
Peptona ácida de caseína 17,5 g 
Almidón 1,5 g 
Agar 15,0 g 
pH: 7.3 ± 0.1 
 
 Medio para pruebas bioquímicas: 
- Malonato: 
Fórmula por litro 
Extracto de levadura  1,0 g 
Sulfato de amonio  2,0 g 
Fosfato dipotásico  0,6 g 
Fosfato monopotásico  0,4 g 
Cloruro de sodio  2,0 g 
Malonato de sodio  3,0 g 
Glucosa  0,25 g 
Azul de bromotimol (1/500)  12,5 ml 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
 
Disolver en agua destilada, dispensar 3 ml en tubos con tapa a rosca y autoclavar a 
121ºC por 10 minutos. Enfriar antes de usar. El sustrato es estable por 2 o 3 meses.  
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- Caldo Nitratado 
Fórmula por litro 
Extracto de carne  3,0 g 
Peptona  5,0 g 
Nitrato de potasio  1,0 g 
Agua destilada c.s.p. 1000 ml 
pH 7,0 
 
Disolver y esterilizar en autoclave por 15 minutos a 121ºC. 
Reactivo de Griess 
Solución A 
Ácido sulfanílico  8,0 g 
Ácido acético 5N  1000,0 mL 
Solución B 
α-Naftilamina  5,0 g 
Ácido acético 5N  1000,0 mL 
 
Debido a que se demostró que la α -naftilamina es carcinogénica, se recomendó su 
sustitución por otras sustancias tales como el α -naftol, la N, N-dimetil-1-naftilamina, 
ácido de Cleve (Ácido 5 amino 2 naftilensulfónico). 
 
- Medio base de Hugh y Leifson (medio OF) 
Fórmula por litro 
Triptona  10,0 g 
Extracto de levadura  1,0 g 
Púrpura de Bromocresol  0,04 g 
Agar  2,0 g 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
pH a 7,2 
 
Esterilizar a 121ºC por 15 minutos. Alicuotar 9 mL por tubo. 
Agregar la solución del azúcar a utilizar al 10%, previamente esterilizada por 
filtración. Para cada microorganismo a identificar, se inoculan por punción dos tubos 
de medio. Se incuba a 35ºC por 14 días. 
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- Medio Citrato 
Fórmula por litro 
Citrato de sodio 2,0 g 
Cloruro de sodio 5,0 g 
Fosfato dipotásico 1,0 g 
Fosfato monoamónico 1,0 g 
Sulfato de magnesio 0,2 g 
Azul de bromotimol 0,08 g 
Agar 15,0 g 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
pH 6,9 
 
Suspender la cantidad determinada de medio deshidratado por litro de agua 
destilada. Dejar reposar 5 minutos y mezclar calentando a ebullición durante 1 o 2 
minutos. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 minutos. 
Enfriar en posición inclinada. 
 
- Crecimiento en acetamida 
Fórmula por litro 
Acetamida 10,0 g 
Cloruro de sodio 5,0 g 
Fosfato dipotásico 1,39 g 
Fosfato monopotásico 0,73 g 
Sulfato magnésico 0,5 g 
Rojo fenol 0,012 g 
Agar 15,0 g 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
pH: 6,8-7,2 
 
- Hidrólisis de urea 
Fórmula por litro 
Tripteína 1,0 g 
Glucosa 1,0 g 
Cloruro de sodio 5,0 g 
Fosfato monopotásico 2,0 g 
Rojo fenol 0,012 g 
Agar 15,0 g 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
pH: 6,6-7,0 
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Calentar hasta ebullición para lograr la disolución total. Distribuir en recipientes 
apropiados y esterilizar en autoclave a 121ºC durante 15 minutos. Enfriar a 50ºC y 
agregar 50 ml de una solución de urea al 40% previamente esterilizada por filtración 
esterilizante. Fraccionar el medio en tubos y dejar solidificar en pico de flauta con 
fondo profundo. 
A partir de un cultivo puro del microorganismo en estudio, estriar la superficie del 
medio en el pico de flauta. Se recomienda no punzar la capa profunda para controlar el 
color. Una vez inoculado, se incuba a 37ºC durante 18-24 hs. Los microorganismos que 
hidrolizan la urea lentamente pueden requerir hasta 72 horas de incubación. 
 
- Hidrólisis de esculina 
Fórmula por litro 
Peptona 5,0 g 
Extracto de carne 3,0 g 
Bilis de buey 40,0 g 
Esculina 1,0 g 
Citrato de hierro 0,5 g 
Agar 15,0 g 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
pH: 7,0 
 
Suspender la cantidad determinada de medio deshidratado por litro de agua 
destilada. Calentar durante unos minutos. Distribuir en tubos y esterilizar en autoclave 
a 121ºC durante 15 minutos. Enfriar en posición inclinada para la obtención del pico de 
flauta. 
 
- Hidrólisis de arginina (Moeller Medio) 
Fórmula por litro 
Peptona de carne 5,0 g 
Extracto de carne 5,0 g 
Glucosa 0,5 g 
Piridoxal 0,005 g 
Rojo de cresol 0,005 g 
Púrpura de bromocresol 0,01 g 
Agua destilada  c.s.p. 1000 ml 
pH: 6,0 
 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
 
192 
 
Suspender la cantidad determinada del polvo por litro de agua destilada. Reposar 5 
minutos y mezclar hasta que se disuelva. Agregar L-aminoácidos al 1%, en este caso 
arginina. No agregar arginina al tubo control. Calentar agitando frecuentemente y 
hervir 1 minuto hasta disolver. Distribuir y esterilizar 15 minutos a 121ºC. 
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REACTIVOS 
REACTIVOS PROVEEDOR 
Ácido 3-aminofenilborónico (20 g/l)  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
Ácido bórico  Anedra  
Agar Mueller Hinton  Oxoid, Bassingstone, UK. 
Ampicilina polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Acrilamida/bisacrilamida  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
Bencil-penicilina polvo Laboratorios Klonal, Arg. 
BHI agar  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Borato  Anedra  
Bromuro de etidio  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
Cefalexina polvo Laboratorios Klonal, Arg. 
Cefalotina polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Cefazolina polvo Laboratorios Klonal, Arg. 
Cefepime polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Cefotaxima polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Cefoxitina polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Ceftazidima polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Ceftriaxona polvo Laboratorios Klonal, Arg. 
Clavulanato de litio polvo Fluka - Sigma-Aldrich, USA. 
Cloruro de Calcio (CaCl2)  Anedra  
Cloruro de potasio (KCl) Anedra  
Cloruro de Sodio (NaCl) Anedra  
Discos conteniendo ácido fenil borónico 
(300 μg)  
Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo amoxicilina/ac. 
clavulánico (30 μg /10 μg)  
Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo ampicilina (10 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo cefalotina (30 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo cefepime (30 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo cefotaxima (30 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo cefoxitina (30 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo ceftazidima (30 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo 
ceftazidima/clavulánico (30 μg /10 μg) 
Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo cloxacilina Diatabs, Roso, Taastrup. Dinamarca. 
Discos conteniendo imipenem (10 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo meropenem (10 μg)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Discos conteniendo 
piperacilina/tazobactam (100 μg /10 μg)  
Laboratorios Britania S.A., Arg.  
EDTA  BioRad, Life Science  
Estreptomicina polvo  Laboratorios Richet, Arg.  
Filtros Millipore  Deltalab  
Gentamicina solucion (50 μg/ml) Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) 
Glicerol  Anedra  
Glucosa  Merck  
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HCl  Anedra  
HEPES  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
Imipenem-cilastatina polvo  Laboratorios Klonal, Arg.  
Kanamicina polvo Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) 
Laurilsarcosilato de Na  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
LB (Luria Bertani caldo)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
LBA (Luria Bertani agar)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Meropenem polvo Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
MOPS  Genbiotech  
NaOH  Anedra  
Nitrocefin droga sólida  Oxoid, Inglaterra.  
Persulfato de amonio (APS)  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
Phe-Arg-β-naphthylamide-
dihydrochloride (PAβN) 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) 
Piperacilina polvo Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) 
TEMED  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
TSB (Tripteína soya caldo)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
TSA (Tripteína soya agar)  Laboratorios Britania S.A., Arg.  
Tris base  BioRad, Life Science  
Tween 20  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
UltraPure™ Buffer-Saturated Phenol  Invitrogen  
 
REACTIVOS DE BIOLOGÍA MOLECULAR PROVEEDOR 
Accuprep Gel Purification Kit  Bioneer, Genbiotech.  
Agarosa bajo punto de fusión D1-LE  Genbiotech  
Agarosa para PFGE  Bio-Rad  
CloneJET PCR Cloning Kit  Fermentas, Thermo Scientific  
dNTPS 100mM  Life Technologies  
EcoRI, enzima de restricción  Fermentas, Thermo Scientific  
Fosfatasa Alcalina 1 U/ μl  Promega  
IPTG Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) 
NdeI, enzima de restricción 10 U/ μl  Fermentas, Thermo Scientific  
Pfu polimerasa  Fermentas, Thermo Scientific  
Proteinasa K  Fermentas, Thermo Scientific  
Ribonucleasa A 10 mg/ml  Fermentas, Thermo Scientific  
Silica Bead ADN Gel Extraction Kit  Fermentas, Thermo Scientific  
SmaI, enzima de restricción  Fermentas, Thermo Scientific  
Taq polimerasa 5U/ μl  Fermentas, Thermo Scientific  
T4 ADN Ligasa, enzima 1U/μl  Fermentas, Thermo Scientific  
T4 polinucleótido quinasa 10U/μl  Fermentas, Thermo Scientific  
Marcador de peso molecular 1 kb  Fermentas, Thermo Scientific  
Marcador de peso molecular 100 bp Fermentas, Thermo Scientific  
Marcador de peso molecular λBstEII  Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)  
Membranas de PVDF Immobilon-P, Millipore. 
pET28a vector de expresión Novagen, Inc. Madison, WI 
SDS-PAGE Molecular Weight Standards Bio-Rad 
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Broad Range 
SDS-PAGE Molecular Weight Standards 
Low Range  
Bio-Rad  
XhoI, enzima de restricción 10 U/ μl  Fermentas, Thermo Scientific  
X-Gal Boehringer, Alemania 
 
BUFFERS Y SOLUCIONES 
Preparación Gel SDS-PAGE 
Gel de stacking 
Reactivos Volumen (ml) 
Acril/Bisacrilamida 1,7 
Buffer 4X stacking 2,5 
agua destilada 5,75 
APS 10% 0,1 
TEMED 0,01 
 
Gel de corrida 12% 
Reactivos Volumen (ml) 
Acril/Bisacrilamida 1,7 
Buffer 4X running 2,5 
agua destilada 5,75 
APS 10% 0,1 
TEMED 0,01 
 
Buffer de corrida: Tris-HCl 1,5 M – pH 8,8 – 0,4% SDS 
Buffer de stacking: Tris-HCl 1 M – pH 6,8 – 0,8% SDS 
 
Solución Stock de acrilamida (30%): Pesar 29,2 g de acrilamida y 0,8 g de 
bisacrilamida. Llevar con agua destilada a volumen final de 100 ml. Agitar hasta 
disolución de cristales. 
Buffer electrodo 10X: Tris-Glicina-SDS; disolver 60 g de Tris base y 288 g de glicina en 
800 ml de agua; agregar 10 g SDS y llevar a 1 litro con agua. Esterilizar por autoclave a 
121ºC durante 15 min y conservar a 4ºC. El buffer se utiliza diluido 1/10 en agua 
destilada (1X). 
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Buffer muestra de proteínas 4X: La solución es 0,25 M Tris-HCl, pH 6,8, 8% SDS, 20% β-
mercapto-etanol, 0,008% azul de bromofenol y 50% glicerol. Se conserva alicuotada a 
–20ºC. 
Preparación de colorante Azul Brillante de Coomasie R-250 
-Solución Madre: Colorante 1,25 g 
                              Metanol 225 ml 
 Filtrar 
-Solución de Trabajo: 45% solución Madre 
                                     45% agua destilada 
                                     10% ácido acético 
 
Preparación de solución decolorante 
Mezclar 950 ml de metanol, 800 ml de agua y 200 ml de ácido acético glacial. 
Conservar a temperatura ambiente. 
 
Preparación de soluciones para la detección de la actividad enzimática 
por el método iodométrico 
-Agar Almidón: 100 ml de buffer fosfato (25 mM o 50 mM) 
                           0,5 g de almidón 
                           1 g de agar-agar 
Medio soporte para la detección de actividad de β-lactamasa y revelado de geles de 
IEF y SDS-PAGE, luego de agregar antibióticos adecuados. 
Esterilizar por calor húmedo a 121ºC durante 15-20 minutos. Termostatizar a 42ºC y 
agregar: Solución I2/KI 1-2 ml (por 100 ml de medio); Antibiótico c.s.p. concentración 
final adecuada. 
- Solución de Iodo/Ioduro: 55 g de KI (Merck) 
                                              2 g de I2 (Merck) 
 100 ml de agua 
Guardar en frasco color caramelo o al abrigo de la luz. 
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Preparación de buffer fosfato de sodio: 
Solución Madre 0,5 M NaH2PO4.H2O: 69 g de NaH2PO4.H2O (Merck) 
1 litro de agua destilada 
Solución Madre 0,5 M Na2HPO4: 70,98 g de Na2HPO4 (Mallinckrodt) 
 1 litro de agua destilada 
Diluciones: Para obtener 50 ml de una solución madre de 0,5 M, pH 7,0, se mezclaron: 
19,5 ml de NaH2PO4.H2O 0,5 M; 30,5 ml de Na2HPO4 0,5 M. Las diluciones para obtener 
la solución de molaridad deseada se realizaron con agua destilada o MilliQ estéril. 
 
Preparación de buffer PBS 20 mM: 
Pesar 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 2,8 g de Na2HPO4.H2O y 0,2 g de KH2PO4. Agregar 900 
ml de agua destilada, llevar a pH 7,4 con NaOH y completar el volumen para llegar a 
1000 ml con agua destilada. 
 
Solución stock de nitrocefín: 
Disolver 5,55 mg de nitrocefín (Oxoid, UK) en 1 ml de dimetil-sulfóxido (DMSO), 
obteniéndose una solución madre de 10 mM. Las diluciones se realizaron en buffer 
fosfato 25 mM, pH 7,5. Todas las soluciones son estables por unos 6 meses a –20ºC. 
 
Preparación de buffer TAE: 
Solución Madre 50X: 242 g de Tris base (Sigma) 
37,2 g EDTA.Na2.2H2O (Merck) 
57,1 ml de ácido acético glacial 
800 ml de agua destilada 
El buffer se utiliza en una concentración 1X para la preparación de geles de agarosa y 
durante la corrida electroforética para la separación de fragmentos de ADN. 
 
Preparación de buffer para extracción de ADN plasmídico (Kado y Liu) 
Solución de Lisis: 3% de SDS 
                              50 mM de TRIS                
Esta solución debe llevarse a pH 12,6 con NaOH.                              
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Buffer E: 40 mM TRIS-acetato  
               2 mM de sodio-EDTA  
Este buffer debe llevarse a pH 7,9 con ácido acético glacial. 
 
Preparación de bromuro de etidio: 
Solución Stock: 50 mg de Bromuro de Etidio 
100 ml de agua destilada 
Agregar 3 μl de Solución Stock de Bromuro de Etidio cada 25 ml de agarosa. Mezclar. 
 
Electroblotting a membranas de PVDF: 
Buffers para la trasferencia 
Recomendado: 
Tris-Glicina, pH 8,5: 3,0 g Tris base                                     
14,4 g Glicina 
100 ml Metanol                                         
csp 1000 ml agua MilliQ                                                                 
Alternativas: 
- CAPS 10 mM, Metanol 10%, DTT 5mM pH 11 
- N-etilmorfolina 50mM, Metanol 10%, DTT 5 mM pH 8,3 
Colorantes:     
Recomendado: 
Amido Black: 1 % en 10 % de ácido acético durante 1 min. Desteñir con ácido acético 
5% durante 1 min, seguido de varios lavados con agua. 
Alternativas: 
Ponceau S: 0,1 % de colorante en ácido acético 1%, durante 5 min. 
Decolorar con ácido acético 2% 1 min, seguido por lavados de agua varias veces. 
Coomassie G-250: 0,1% en metanol 50% y ácido acético 1 % durante 1 min.  
Decolorar con metanol 50% durante 5 min, dos veces y varias veces con agua. 
Secar y envolver la membrana con papel plástico y mantener a –20ºC. 
(En nuestro caso se utilizó el colorante Coomassie G-250) 
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Para chequear la eficiencia de la transferencia, colorear el gel con Coomassie G-250: 
0,5% en metanol 50% y ácido acético 10% durante 5 min. Lavar brevemente con agua y 
decolorar con metanol 40% y ácido acético 10%, reemplazando la solución cada 20 
min. Seguir destiñendo con agua y dejar toda la noche. 
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ANEXO II 
PROTOCOLOS EXPERIMENTALES 
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Extracción de ADN plasmídico de alto peso molecular 
(Protocolo propuesto por Kado y Liu)  
1. Centrifugar 3 ml de un cultivo overnight (ON) en caldo Luria Bertani (LB), a 13.000 
rpm en microcentrífuga (Micro Centaur, SANYO), durante 2 minutos.  
2. Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 ml de buffer E.  
3. Agregar a la suspensión bacteriana 2 ml de solución de lisis suplementada con 20 μg 
de RNasa. Mezclar suavemente por inversión.  
4. Incubar a 58ºC durante 20 minutos.  
5. Añadir 1 ml de mezcla de fenol-cloroformo-isoamilico (24:24:1). Mezclar utilizando 
vortex.  
6. Centrifugar 15 minutos a 13.000 rpm.  
7. Transferir la fase acuosa, que contiene el ADN plasmídico, colocando 400 μl en 
tubos eppendorf.  
8. Añadir 40 μl de NaCl 5M y 800 μl (2 volúmenes) de etanol 96%.  
9. Incubar ON a -20ºC para que precipite el ADN plasmídico.  
10. Centrifugar a 13.000 rpm en microcentrífuga durante 15 minutos.  
11. Lavar con 1 ml de etanol 70%. No mezclar ni remover el pellet, y volver a 
centrifugar como en el paso 10.  
12. Extraer el alcohol y dejar secar el pellet a temperatura ambiente.  
13. Resuspender en 50-100 μl de agua MilliQ estéril.  
Los buffers y soluciones utilizados en este protocolo se detallan en anexo I. 
 
Preparación de células competentes y transformación química a 
miniescala 
1. A partir de un cultivo ON de la cepa adecuada (TOP 10, DH5α) realizar una dilución 
1/100 en caldo Luria Bertani (LB). Luego incubar a 37ºC hasta obtener una 
DO550nm=0,4-0,6.  
2. Distribuir 1 ml de este cultivo en tubos estériles (un tubo por reacción de 
transformación, incluyendo control positivo y control negativo).  
3. Cosechar las células mediante centrifugación a 5.000 rpm en microcentrífuga (Micro 
Centaur, SANYO), durante 5 minutos a temperatura ambiente.  
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4. Resuspender el pellet obtenido en 500 μl de ST1.  
5. Centrifugar 5 minutos a 5.000 rpm en microcentrífuga (Micro Centaur, SANYO), a 
temperatura ambiente.  
6. Resuspender el pellet obtenido en 500 μl de ST2  
7. Incubar al menos 15 minutos a 0ºC (en hielo).  
8. Centrifugar 5 minutos a 5000 rpm en microcentrífuga (Micro Centaur, SANYO) a 
temperatura ambiente.  
9. Resuspender las células en 100 μl de ST2.  
 
Transformación de células competentes: 
10. Agregar 3 μl del ADN a transformar a la suspensión de células competentes 
obtenidas en el paso 9.  
11. Incubar 1 hora en hielo.  
12. Realizar el choque térmico a 42ºC por 45 segundos.  
13. Agregar 1 ml de LB o LB glucosado e incubar 1 hora a 37ºC con agitación.  
14. Centrifugar 2 minutos a 13.000 rpm en microcentrífuga (Micro Centaur, SANYO) y 
eliminar 1 ml del sobrenadante.  
15. Resuspender las células en los 100 μl restantes y sembrar en placas de LB con el 
antibiótico de selección adecuado.  
16. Incubar 16-20 hs a 37ºC.  
En cada ensayo de transformación se debe incluir: 
- un control negativo: células competentes sin el agregado de ADN. Sembrar en 
placas de LB con selección antibiótica.  
- un control de viabilidad: células competentes sin el agregado de ADN. Sembrar en 
placas de LB sin selección antibiótica.  
- un control positivo: evalúa el grado de competencia de las células. Agregar 10 
ng/μl de un plásmido pequeño que contenga resistencia al antibiótico utilizado en la 
placa de selección. Por ejemplo para kanamicina utilizar el vector pK-19.  
Reactivos: 
- ST1: MOPS 10 mM, KCl 10 mM, pH 7. Ajustar a pH 7 con NaOH. Esterilizar por 
filtración esterilizante.  
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- ST2: MOPS 100 mM, KCl 10 mM, CaCl2 50 mM, pH 6,5. Ajustar a pH con NaOH. 
Esterilizar por filtración esterilizante.  
 
Estrategia general de clonado 
1. Amplificación del gen que se desea clonar, con cebadores específicos que incluyan 
las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restricción específicas.  
En este punto es importante tener en cuenta:  
- Durante el diseño de los oligonucleótidos específicos, que el mismo no introduzca 
cambios en el gen a amplificar, que no produzca corrimientos en el marco de 
lectura y que cuente con la cantidad de bases “extra” necesarias para permitir la 
correcta acción de la enzima de restricción  
- Durante la reacción de amplificación es conveniente utilizar una enzima 
polimerasa de alta fidelidad, para disminuir la probabilidad de insertar cambios en 
la secuencia en estudio  
2. Purificación del producto de PCR con columnas utilizando el equipo comercial de 
purificación de ADN Accuprep Gel Purification Kit (Bioneer, USA).  
3. Clonado del producto de PCR purificado en pK19 digerido con SmaI (que genera 
extremos romos) o bien utilizando el Kit CloneJET PCR Cloning, y transformación de la 
construcciones en E. coli TOP 10. 
4. Extracción de los plásmidos de las células transformantes por medio de un kit.  
5. Liberación del inserto mediante doble digestión con las enzimas de restricción 
adecuadas, siguiendo las recomendaciones del proveedor. En este caso NdeI y XhoI.  
6. Doble digestión del vector donde se desea clonar el gen, con las mismas enzimas 
(NdeI y XhoI). Respetar las condiciones recomendadas por el proveedor.  
7. Purificación de los productos de digestión obtenidos en los pasos 5 y 6 utilizando 
una columna de purificación del equipo comercial Accuprep Gel Purification Kit.  
8. Corrida electroforética en gel de agarosa para confirmar que el gen y el vector 
tienen los tamaños adecuados, y para estimar la concentración de los mismos.  
9. Fosforilación del inserto con T4 polinucleótido quinasa, llevando la reacción a un 
volumen final de 30 μl y utilizando como buffer de reacción el provisto para la enzima 
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T4 ligasa. Luego de la incubación a 37ºC durante 30 minutos, inactivar la enzima 10 
minutos a 70ºC.  
10. Ligación del gen deseado en el vector, utilizando la enzima T4 ADN Ligasa, 
respetando las condiciones de incubación recomendadas por el proveedor. En este 
punto es importante calcular la cantidad óptima del inserto (en ng), para llevar a cabo 
la ligación en el vector con el mayor rendimiento posible. Para ello se tiene en cuenta 
la siguiente fórmula:  
 
Donde el Molar Ratio representa la relación entre el inserto y el vector, que en una 
primera aproximación se toma como óptima aquella relación inserto:vector= 3:1 
11. Transformación del vector conteniendo el inserto deseado en la célula receptora 
correspondiente (ej. E. coli TOP10)  
12. Siembra en placas de selección.  
13. Control de los transformantes recuperados por extracción de plásmidos, y 
digestión enzimática de los mismos con enzimas que permitan evidenciar la presencia 
o no del inserto deseado.  
14. Amplificación por PCR y posterior secuenciación del inserto empleando como 
molde el vector, para verificar la secuencia del inserto.  
 
Estrategia general para realizar ensayos de cinética enzimática 
1. Preparación del ATB: Preparar una solución madre de 1 mM aproximadamente y 
chequear en que rangos de concentración de antibiótico es lineal por la ley de Lambert 
y Beer: 
Abs=ε.b.c 
donde Abs es la absorbancia a la longitud de onda apropiada; ε el coeficiente de 
extinción molar para el antibiótico a ensayar, a esa longitud de onda; b el paso óptico 
de la cubeta y c la concentración del mismo.  
Luego preparar las soluciones de trabajo. Diluir el antibiótico en el buffer en el cual se 
va a utilizar, y emplear 490 µl en cada reacción. Calcular el volumen necesario a 
emplear en todas las determinaciones. Chequear espectrofotometricamente la 
concentración de las soluciones de trabajo y realizar las diluciones de modo de tomar 
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concentraciones dentro del rango 0,4 <KM< 4. Si no se conoce el valor aproximado de 
KM entonces puede realizarse en forma empírica tomando una primera concentración 
de 100 µM y realizar mediciones tanto a concentraciones mayores como menores 
hasta obtener valores de absorbancia que se puedan medir. 
2. Medición espectrofotométrica: realizar el blanco con el buffer en el cual se diluye la 
proteína y el ATB, colocando 500 µl de buffer en la cubeta y llevando a cero de 
Absorbancia. 
3. Colocar 500 µl del antibiótico en la cubeta y verificar su absorbancia. Calcular la 
concentración exacta del antibiótico. 
4. Medición de la muestra: colocar 490 µl de la solución de antibiótico en la cubeta. 
Agregar 10 µl de la enzima y homogenizar rápidamente invirtiendo 3 veces. Colocar en 
el espectrofotómetro y dar comienzo a la reacción. 
5. Realizar la medición a lo largo del tiempo, donde el consumo del sustrato sea menor 
al 15%.  
6. Si la hidrólisis es muy abrupta, diluir la enzima y volver a repetir la reacción. 
7. Cálculo del consumo del 15% de ATB: determinar el rango dentro del cual la 
reacción se encuentra en velocidad inicial (Vo), ya que en este caso la [S] que se 
consume es despreciable y entonces se pueden aplicar las ecuaciones de Michaelis-
Menten. 
Para el cálculo se procede de la siguiente forma:   
A límite: Ao + 0,15. [S]. Δε ATB 
8. Cálculo de los parámetros cinéticos: utilizar la fórmula de Michaelis-Menten para 
determinar valores de los parámetros KM y kcat. 
- Graficar Vo en función de la concentración de sustrato. Se calcula Vmax a partir de 
la ecuación de Michaelis-Menten:      v = Vmax . [S] / KM + [S] 
- Se puede utilizar también algún software para el tratamiento de los datos, como 
por ejemplo GraphPad Prism. Asimismo, puede realizarse la linealización de Hanes-
Woolf para la determinación de los parámetros, en la cual se grafica [S] / Vo en función 
de [S]. La ecuación que la representa es la siguiente:  [S] / Vo = KM / Vmax + [S] / Vmax 
- Para calcular kcat, primero debe calcularse la cantidad de enzima empleada dentro 
de la cubeta. Se debe considerar también el grado de pureza de la misma. Por lo cual 
los pasos a seguir son los siguientes: Calcular [Eo] en el orden molar (M), Vmax ya 
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había sido determinada previamente, y a partir de la ecuación Vmax ~ kcat . [Eo] se 
determina kcat. Las unidades son seg
-1
. 
- Determinar entonces kcat/ KM 
Para los sustratos pobres: 
Los sustratos pobres suelen presentar valores de kcat pequeños, por lo cual la actividad 
observada es baja. Asimismo, aquellas enzimas que presentan valores de KM muy bajos 
también deben ensayarse de esta forma.  
Se realizan ensayos de competencia utilizando un sustrato reportador que en nuestro 
caso fue Nitrocefín. De esta forma se determinaron las KM aparentes como Ki 
(constante de inhibición competitiva). 
Se procede de la siguiente forma: 
1. Fijar la concentración de sustrato a utilizar como reportador, la cual debe ser de al 
menos 5 veces la KM del sustrato pobre. Calcular Vo tal como se explicó previamente. 
2. Realizar entre 5 y 7 diluciones del antibiótico a ensayar como inhibidor, abarcando 
un rango tal que se llegue a inhibición completa como ausencia de inhibición.  
3. Determinar Vo (Vi) para cada dilución de antibiótico.  
4. Calcular kcat y kcat/KM de la siguiente manera: 
- Graficar Vo/Vi en función de la concentración de sustrato. La pendiente obtenida 
es: 
m = (KM/KM + [S]) . 1/Ki 
donde: 
KM representa la constante de afinidad del sustrato reportador 
[S] es la concentración del sustrato reportador 
Ki representa la KM aparente a determinar 
- Determinar kcat tal como se comentó previamente. 
Para la cuantificación de proteínas: 
Se puede aprovechar la absorción de algunos residuos aminoacídicos (aromáticos) a 
longitudes de onda cercanas a 280 nm, por medida espectrofotométrica directa de 
proteínas en solución y comparación con una curva estándar de Seroalbúmina (BSA). 
Para estimar la concentración de proteínas totales en solución se procede de la 
siguiente forma:  
- Preparar diluciones de BSA.  
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- Medir la absorbancia a 280 nm de las diluciones de BSA y las muestras a ensayar.  
- Construir la curva estándar y determinar la concentración de las muestras por 
interpolación en la curva de calibración.  
 
Análisis del perfil de proteínas de membrana externa 
1. Inocular 100 ml de caldo LB con la cepa en estudio.  
2. Centrifugar a 8000 rpm en centrífuga Sorvall Rotor SS34 durante 20 minutos, a 4ºC  
3. Descartar el sobrenadante 
4. Resuspender el pellet en 5 o 10 ml en PBS 20 mM, pH 7,0  
5. Centrifugar en las mismas condiciones que en el punto 3  
6. Repetir los puntos 4 y 5. 
7. Resuspender el pellet en 2 ml de buffer PBS  
8. Pasar a tubos cónicos  
9. Sonicar, 5 ciclos de 30 seg. (output 50%). Sonicador Vibra Cell (Sonics & Materials 
Inc, USA).  
10. Centrifugar a 4ºC, a 5000 rpm en centrifuga SORVALL Rotor SS34 durante 10 
minutos.  
11. Conservar el sobrenadante (se puede conservar en freezer a -20ºC)  
12. Incubar el sobrenadante con una solución acuosa de N-lauroylsarcosinato de sodio 
al 20% durante 20 minutos. Llevar la solución al 2% en un volumen final de 20 ml en 
tubos de ultracentrífuga equilibrando en balanza semianalítica.  
13. Ultracentrifugar a 18.000 rpm en centrifuga Beckam rotor 50 ti a 4ºC durante 1 h.  
14. Resuspender el pellet en buffer muestra 4X (40 μl de Buffer PBS + 12,5 μl buffer 
muestra) 
15. Hervir 5 minutos para solubilizar proteínas.  
16. Resolver los perfiles de proteínas de membrana externa por SDS-PAGE al 12%:  
Los reactivos empleados se describen en el Anexo I 
 
Perfil electroforético de proteínas totales  
1. Cultivar los microorganismos overnight en 100 ml de medio LB a 37ºC en agitación.  
2. Cosechar las células por centrifugación en frío (8000 rpm, 20 min, 4ºC, rotor Sorvall 
SS-34).  
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
 
210 
 
3. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con 10 ml de buffer fosfato salino frío pH 
7,4 (PBS).  
4. Proceder a la ruptura celular por ultrasonido, utilizando un sonicador Vibra Cell 
(Sonics & Materials Inc, USA). Realizar 5 ciclos de 30 segundos discontinuos (output 
entre 3-5 y duty cicle entre 30-50%) en baño de hielo para evitar la desnaturalización 
proteica. Entre los ciclos se incluyen de 1 a 2 min de enfriamiento.  
5. Remover los restos celulares por centrifugación (12000 rpm por 10 min, 4ºC, rotor 
Sorvall SS-34).  
6. Alicuotar el extracto proteico total (sobrenadante) y conservar a -20ºC para 
posteriores ensayos. 
 
Determinación de los pI de las β-lactamasas 
Electroforesis:  
Para la realización de la electroforesis se empleó el equipo LKB 2117 Multiphor II (LKB 
Produkter AB, Suecia).  
1. Colocar el gel Bond sosteniendo el gel de poliacrilamida sobre la plancha del equipo 
de electroforesis previamente refrigerada a 4ºC y cubierta con vaselina liquida.  
2. Colocar tiras de papel de filtro (Whatman) embebidas en las soluciones de 
electrolitos límite (en el ánodo, ácido fosfórico 0,5 M y en el cátodo, hidróxido de sodio 
0,1 M) y hacer coincidir los electrodos de platino del equipo de electroforesis.  
3. Realizar un pre enfoque durante aproximadamente 30-40 min a 1000 V a 4ºC. 
4. Depositar 20 μl de cada uno de los extractos enzimáticos sobre sembradores de 
papel (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden), ubicados a 1 cm del ánodo. 
5. Realizar la corrida electroforética durante aproximadamente 3 hs a 1500 V, 
utilizando una fuente de poder EPS 3500 (pharmacia USA).  
6. Incluir controles que tienen pI conocidos. TEM-1 (pI: 5,4), CTX-M (pI: 8,2) y SHV-2 
(pI: 7,6). También puede sembrarse sangre ya que la hemoglobina tiene un pI entre 7,1 
y 7,5. 
Las enzimas se revelan por el método iodométrico con AMP (500 μg/ml). 
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Electroblotting a membranas de PVDF 
Membranas: 
Utilizar membranas de PVDF de alta retención: Trans-Blot (Biorad) o  ProBlot (Applied 
Biosystems). Una segunda opción es Immobilon-P (Millipore) 
En nuestro caso se utilizó Immobilon-P (Millipore). 
Las membranas de nitrocelulosa no deben utilizarse ya que no son compatibles con el 
secuenciador utilizado en el Lanais Pro.  
Reactivos: 
Consideraciones generales para lograr una transferencia exitosa: 
- Elegir una concentración de poliacrilamida que permita una buena separación de la 
banda de interés, tratando que se ubique en la mitad inferior del gel: Rf 0,3-0,7. La 
transferencia será mejor cuanto menor sea la concentración de poliacrilamida. 
- Evitar el uso de urea en el gel ya que puede causar bloqueo del amino terminal a pH 
alcalino. 
- Usar gel de 1,0 mm preparado el día anterior a la corrida, permitiendo así la 
completa polimerización. Acrilamida libre puede causar bloqueo. 
- Calentar la muestra en el buffer de siembra a 37ºC durante 10 min; no someter a 
90ºC. 
- Incluir ácido tioglicólico (mercaptoacético) 0,1 mM en el buffer superior y SDS 0,2% 
- Incluir proteínas de concentración conocida como control positivo (sembrar 
alrededor de 100 pmoles de proteína no bloqueada: Ej BSA). 
- De ser posible, sembrar más de 1 calle con la muestra de interés y enviar la 
membrana completa al Lanais 
Procedimiento: 
- Después de la corrida, equilibrar el gel durante 15 min con buffer de transferencia. 
- Colocar una hoja de PVDF en Metanol durante 10 seg y luego sumergir esta 
membrana, 4 trozos de papel Whatman y las esponjas, en el buffer de transferencia, 
por lo menos durante 15 min. 
- Preparar el sándwich: esponjas, 2 hojas de papel, membrana PVDF, gel, 2 hojas de 
papel, esponjas. Asegurarse de que no queden burbujas de aire dentro. Cuando el 
comportamiento de la proteína no se conoce, es conveniente la primera vez colocar 2 
membranas de PVDF en el lado anódico y 1 membrana en el lado catódico, lo cual 
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permitirá monitorear una transferencia excesiva o la presencia de una proteína 
excesivamente electropositiva. 
- Conectar a la fuente de poder y realizar la transferencia por 2-4 hs (200-250 mA)       
- Desconectar y retirar la/s membranas de PVDF y el gel. Lavar por inmersión en agua 
MilliQ durante 5–10 min, con agitación. 
- Teñir la/s membranas. 
 
Purificación de enzimas (OXA-258a y OXA-258b) 
- Pasar por la columna 5 volúmenes de agua milliQ (1ml/min) para remover el etanol 
20% con el cual se almacena la columna. 
- Equilibrar la columna con al menos 5 volúmenes de Binding Buffer (1ml/min) 
Binding Buffer: Buffer fosfato 20 mM, Imidazol 10 mM pH: 7,4 
- Se calcula la cantidad de Buffer B (que es el que posee Imidazol) que hay que 
agregarle al Buffer A. Para 10 mM se utiliza 1 ml. 
- Cargar la muestra (0,5 ml/min) 
- Agregar a la muestra 10 mM imidazol antes de agregar a la columna. 
- Medir la actividad del sonicado y del pass through por iodométrico y/o nitrocefín. 
- Lavar la columna con 15 volúmenes de Binding buffer con 10 mM de imidazol 
(1ml/min) 
- Eluir (0,5ml/min) 
Se probaron 3 concentraciones de Buffer B (Imidazol 20, 40 y 60%) 
Imidazol al 20%: Colocar 5ml de Buffer B en 25ml de Buffer A 
Imidazol al 40%: Colocar 10ml de Buffer B en 25ml de Buffer A 
Imidazol al 60%: Colocar 15ml de Buffer B en 25ml de Buffer A 
- De cada porcentaje de Buffer B se recuperaron alrededor de 14 fracciones de 1 ml 
en tubos de tipo eppendorf. Pasar 7 volúmenes de columna de cada porcentaje de 
Buffer B. 
- Pasar 20 volúmenes de columna de agua milliQ y posteriormente regenerar la 
columna. 
- Dializar contra Buffer fosfato 25 mM pH 7,5 suplementado con Buffer carbonato 50 
mM por tratarse de enzimas de tipo OXA, toda la noche con agitación lenta. Agregar 
bolsas de diálisis por cada fracción distinta. 
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Regeneración de la columna de Níquel: 
Agregar a la columna las siguientes soluciones, previamente filtradas:  
- 3 volúmenes de columna de EDTA 0,1 M  
- 5 volúmenes de agua milliQ  
- 2 volúmenes de NaOH 1 M  
- 10 volúmenes de agua milliQ  
- 5 volúmenes de acetato de sodio 1 M pH: 4  
- 5 volúmenes de agua milliQ  
- 3 volúmenes de NiSO4 50 mM (pasar a la mitad de velocidad de flujo utilizada en la 
corrida debido a que suele aumentar la presión en la columna) 
- 10 volúmenes de agua milliQ  
- 3 volúmenes de etanol 20%  
 
Protocolo de PFGE para el análisis de Achromobacter spp. 
Preparación de los tacos de agarosa (plugs): 
1. Repicar una colonia a partir de un cultivo en placa de 18 a 24 hs, en 5 ml de BHI e 
incubar sin agitación a 37ºC overnight. 
2. Colocar 1 ml de cultivo en un tubo eppendorf de 1,5 ml y centrifugar a 12.000 rpm 
por 2 minutos. 
3. Eliminar el sobrenadante con pipeta automática y resuspender el pellet bacteriano 
en 1 ml de PIV. Centrifugar nuevamente y descartar el sobrenadante. 
4. Resuspender el pellet bacteriano con 200 μl de PIV. 
5. Colocar 5 μl de la suspensión bacteriana en una cubeta conteniendo 1 ml de PIV 
(dilución 1:200). Mezclar. 
6. Medir la DO620nm, la cual debería encontrarse entre 0,05 y 0,15. Utilizar PIV como 
blanco.  
7. Calcular el volumen de PIV necesario que debe agregarse a la suspensión 
bacteriana, para alcanzar una DO620nm de 5 unidades, según la siguiente fórmula: 
Vol. PIV a agregar (μl)= (DOmedida X 40 X 210)-210 
8. Limpiar con alcohol 70% los vidrios para la preparación de los tacos. Transferir 150 
μl de la suspensión bacteriana (DO620nm= 5 unidades) a un eppendorf de 1,5 ml e 
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incubar por 10 minutos a 50ºC. Precalentar a 50ºC la agarosa de bajo punto de fusión 
1,6%, o low melting. Agregar a la suspensión bacteriana 150 μl de agarosa 
precalentada y mezclar rápidamente con vortex.  
9. Pipetear la mezcla en los moldes y dejar solidificar a Tº ambiente. 
10. Refrigerar los moldes a 4ºC durante 45 minutos.  
Lisis celular de los tacos de agarosa: 
11. Remover cuidadosamente los tacos con un ansa descartable y colocarlos en tubos 
de 15 ml conteniendo 1 ml de Buffer de Lisis. Incubar overnight a 37ºC.  
12. Reemplazar el buffer de Lisis por Buffer ESP. Incubar los tacos 24 hs a 50ºC. 
Lavados de tacos de agarosa: 
13. Lavar los tacos una vez con TE 1X. El objetivo es eliminar la proteinasa K. Repetir al 
menos 5 veces con 10-15 ml. Lavar con agitación horizontal por 30 minutos. 
Digestión del ADN con XbaI: 
14.  Equilibrar los tacos con 250 μl del Buffer 1X apropiado a la enzima de restricción a 
utilizar. En este caso XbaI. Incubar a Tº ambiente de 30 minutos. 
15. Añadir 10 U de XbaI e incubar durante 20 horas a 30ºC. 
16. Colocar los tacos dentro del gel de corrida (agarosa para PFGE al 0,8 % en Buffer 
TBE 0,5 X).  
17. Corrida del gel: pulsos de 5 a 35 segundos durante 20 horas a 5,4 Volts/cm. 
Interpretación: 
- Un aislamiento se considera altamente relacionado a otro si se diferencia de éste 
por 2 o 3 bandas. 
- Un aislamiento se considera posiblemente relacionado si se diferencia por 4 a 6 
bandas. 
- Un aislamiento se considera distinto si se diferencia por 7 o más bandas. 
 
Estrategia General para el análisis filogenético 
Alineamiento múltiple:  
Lo primero que debe realizarse es el alineamiento múltiple de las secuencias por 
medio del programa Clustal, Muscle, etc. Las secuencias presentes en el data-set a 
analizar pueden ser propias u obtenidas a partir de bases de datos de acceso público 
como GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), y a su vez deben 
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incorporarse secuencias de referencia.  
Al alinear las secuencias se debe verificar que todas cubren la misma región (así no 
habría que recortarlas). Asimismo, se chequea que las secuencias se hayan alineado 
correctamente y en caso de ser necesario se debe realizar una modificación manual. 
Éste resulta ser el paso más importante ya que si se alinean en forma no adecuada, el 
análisis filogenético no será correcto.  
Evaluación del Modelo Evolutivo a utilizar:  
Los modelos evolutivos se utilizan para describir los cambios de las secuencias, 
generalmente a través de la estimación de parámetros (frecuencia de nucleótidos, 
tasas de cambio como transiciones y reversiones, heterogeneidad en las tasas de 
sustitución y sitios invariantes). Al utilizar éste método se pueden evaluar distintas 
variantes de modelos y seleccionar la que resulte más adecuada a nuestras secuencias 
en estudio. La elección de un adecuado modelo evolutivo tiene un gran impacto en los 
árboles recuperados. Modelos complejos son más difíciles de estimar 
computacionalmente, volviéndolos más lentos, y también generan mayor error en 
cada estimación, mientras que modelos simples pueden subestimar las longitudes de 
las ramas. Existen varios criterios para seleccionar el modelo evolutivo, entre los que 
se encuentran hierarchical likelihood ratio test (hLRT) y Criterio de Información de 
Akaike (AIC). 
En nuestro estudio todas las secuencias fueron estudiadas mediante el programa 
JModel Test. Allí se evaluaron los modelos posibles y se pidió que seleccionara según el 
Criterio de Información de Akaike (AIC).  
Método de Distancia mediante el algoritmo Neighbor-Joining: 
En la metodología de distancia, en particular Neighbor-Joining, se intenta inferir un 
único árbol a partir de la comparación entre las secuencias mediante un algoritmo. Las 
secuencias son comparadas de a pares para producir una matriz. Luego, un programa 
de agrupamiento como el Neighbor Joining reduce la matriz y la transforma en grupos, 
calculando las distancias del resto de las secuencias con cada grupo formado. Cada 
grupo se va anexando al árbol que se está construyendo hasta que todas las secuencias 
estén conectadas. 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
 
216 
 
En este trabajo se aplicó el modelo de sustitución anteriormente analizado por 
jModel Test y posteriormente se utilizó el programa MEGA 5. A su vez se realizó un 
soporte de ramas por Bootstrap con 1000 réplicas. 
Método de Inferencia filogenética por Máxima Verosimilitud: 
El criterio de Máxima Verosimilitud está basado en caracteres y busca el árbol que 
tiene la mayor probabilidad de haber producido dicho alineamiento. Este método es 
más lento que el descripto con anterioridad pero permite evaluar distintas opciones de 
árboles y poder compararlas en forma estadística. 
Se ingresaron los parámetros sugeridos por el jModel Test y se utilizó el programa 
PhyML y MEGA 5. El soporte de las ramas fue analizado por Bootstrap con 1000 
réplicas. 
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Análisis de las secuencias  
Análisis bioinformático de ADN 
Programas utilizados para el análisis de secuencias de ADN: 
Programa Utilidad URL / Fuente 
BLAST Similitud de 
secuencias 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
ClustalW Alineamiento de 
secuencias 
http://2.ebi.ac.uk/ 
ClustalX2 Alineamiento de 
secuencias múltiples 
http://www.clustal.org/ 
Web Cutter Perfiles de 
restricción 
http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/ 
Chromas Lite 
2.1.1 
Análisis de 
electroferogramas 
http://www.technelysium.com.au/chromas.html 
VectorNTI Armado de contigs Invitrogen 
EMBL 
Nucleotide 
Sequence 
Database  
Depósito de 
secuencias 
http://www.ebi.ac.uk/ena 
MEGA 5.2 Alineamientos de 
secuencias y 
filogenia 
http://www.megasoftware.net/ 
[200] 
Jmodel Test Selección estadística 
de los modelos de 
sustitución de 
nucleótidos 
(filogenia) 
[201] 
[202] 
PhyML Análisis filogenético 
por máxima 
verosimilitud 
http://atgc.lirmm.fr/phyml. 
[203] 
Dendroscope Armado de 
dendrogramas 
http://dendroscope.org 
[204] 
 
Análisis bioinformático de proteínas 
Tabla: programas utilizados para el análisis de proteínas 
Programa Utilidad URL / Fuente 
BLAST Similitud de secuencias http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
ClustalW Alineamiento de 
secuencias 
http://www2.ebi.ac.uk/ 
SignalIP Predicción de péptido 
señal 
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
ANEXO III 
OLIGONUCLEÓTIDOS Y CONDICIONES DE CICLADO 
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Amplificación y secuenciación del gen ADNr 16S:  
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para amplificar el gen 
ADNr 16S por PCR: 
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' Tamaño del producto (bp) 
16S 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1500 
16S 1492 R GYTACCTTGTTACGACTT  
 
Mezcla de reacción para la amplificación del gen codificante del ARNr 16S: 
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 12,9 
Buffer 10X (Invitrogen) 2,5 
MgCl2 (25 mM) (Invitrogen) 2,4 
16S 27F (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
16S 1492 R (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) (Invitrogen) 1,0 
ADN genómico (dil 1/100 de extracción de DNA cromosómico) 1,0 
Taq polimerasa 5 U/ml (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación del gen codificante del ARNr 16S: 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 94 5 min 
2 54 15 min (Taq polimerasa a los 6 min) 
3 72 6 min 
4 94 45 seg 
5 54 45 seg                                           34 ciclos 
6 72 1 min 30 seg 
7 72 20 min 
 
Análisis por “Multilocus sequence typing” (MLST) 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para amplificar los siete 
genes conservados: 
 
Gen Secuencias de los primers 5’-3’ Tm (ºC) 
Tamaño del 
amplicón (pb) 
Tamaño del 
fragmento a 
analizar 
nusA P1 GCCTGCAAGARCCCGACAAG 59 795 355 
 P2 GTCCATSGCGTGCTTGTCTTC    
rpoB P1 TGCCMTGGAACGGYTACAAC 57 791 413 
 P2 GGCCAGRTASACCTTGATCATCTT    
eno P1 ATGCCCGTGCCSATGATGAA 57 613 214 
 P2 TCAGGGTGCCGATCTGGTTG    
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gltB P1 TGCAACCGGGCAAGATGTT 57 685 241 
 P2 TCGGACACGATCAGGATGTT    
lepA P1 CTAYAACCTGAACCTGATCGACAC 57 524 347 
 P2 GCGACTTSGGCGTGAACAC    
nuoL P1 CATGCACCAYRACCAGGACAT 56 880 230 
 P2 CGCGAACGCGTAGTGATAGATG    
nrdA P1 GAACTGGATTCCCGACCTGTTC 56 954 449 
 P2 TTCGATTTGACGTACAAGTTCTGG    
 
Mezcla de reacción para la amplificación de los genes conservados: 
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 12,9 
Buffer 10X (Invitrogen) 2,5 
MgCl2 (25 mM) (Invitrogen) 2,4 
Primer F (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
Primer R (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) (Invitrogen) 1 
ADN genómico (dil 1/100 de extracción de DNA cromosómico) 1 
Taq polimerasa 5 U/ml (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación de cada gen: 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 2 min 
2 94 30seg 
3 Tm según el gen a analizar 30seg                               30 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 5 min 
 
Detección de  blaOXA-114 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para amplificar el gen 
codificante de la enzima OXA-114 
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' Tamaño del producto (bp) 
OXA-114 F2  CGCATCCTGTTCCAGCA 500 
OXA-114 R2  GTGCCGGTCTTGCCATAC  
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Mezcla de reacción para la amplificación del gen codificante de la enzima OXA-114 
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 12,9 
Buffer 10X (Invitrogen) 2,5 
MgCl2 (25 mM) (Invitrogen) 2,4 
OXA-114 F2 (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
OXA-114 R2 (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) (Invitrogen) 1 
ADN genómico (dil 1/100 de extracción de DNA cromosómico) 1 
Taq polimerasa 5 U/ml (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación del gen codificante de la enzima OXA-114 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo  
1 95 5 min 
2 94 45seg 
3 60 45seg                               32 ciclos 
4 72 45 seg 
5 72 10 min 
 
 
Amplificación y secuenciación del gen entero de blaOXA-258: 
Búsqueda de entorno: 
1. Tail PCR  
Utilizar cebadores específicos forward y reverse,  y cebadores arbitrarios (AD1, AD2, 
AD3 y AD6). En el esquema a continuación puede observarse la distribución de los 
cebadores.  
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Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores específicos 
 
Cebadores específicos Secuencia 5'-3' 
Tail 1F CGGCTGGCGTCTGTATG 
Tail 2F CAGCCCGTCTGGAACTACC 
Tail 1R GCTGGAACAGGATGCGA 
Tail 2R GAATACTTGATCCAGCGAGCC 
 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores arbitrarios 
 
Cebadores 
arbitrarios 
Secuencia 5'-3' Tm (ºC) 
AD1 NGTCGASWGANAWGAA 38,3-43,4 
AD2 TGWGNAGSANCASAGA 40,8-45,9 
AD3 AGWGNAGWANCAWAGG 38,3-43,4 
AD6 WGTGNAGWANCANAGA 35,7-43,4 
 
 
REACCION PRIMARIA 
 
Reactivos Volumen (μl) Cc final 
ADN 1  
Buffer 10x 2,5 1X 
Mg Cl 50mM 1 2 mM 
dNTPs 10mM 2 0,8 mM total 
Primer específico 10μM 0,5 0,2 μM 
Primer AD 100 μM 0,5 2 μM 
Taq 0,5 U/ μl 0,2  
H2O miliQ  csp 25 μl 17,3  
 
 
Programa Tail-uno 
Se hace una reacción por cada primer arbitrario hacia el 5´y el 3´del gen a estudiar el 
entorno. 
Ciclo Temp. (ºC) Tiempo Observaciones Cc final 
1 92 2 min Agregar Taq  
2 94 1 min  1X 
3 94 15 seg  2 mM 
4 63 1 seg  0,8 mM total 
5 72 2 min Repite a 3 x 5 ciclos 0,2 μM 
6 94 15 seg  2 μM 
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7 30 3 min   
8 72 3 min Ramping a 72 °C en 3´ 0,26 °C/seg  
9 72 2 min   
10 94 30 seg   
11 60 1 min   
12 72 2 min   
13 94 30 seg   
14 60 1 min   
15 72 2 min   
16 94 30 seg   
17 44 1 min   
18 72 2 min   
19 72 5 min Repite a 10 x 15 veces  
total   3 horas 43 min  
 
REACCION SECUNDARIA 
 
Reactivos Volumen (μl) Cc final  
ADN dilución 1/50 de Rn  1 μl   
Buffer 10x 2,5   
Mg Cl 50mM 1 2 mM  
dNTPs 10mM 2 0,8 mM total  
Primer específico  10μM 0,5 0,2 μM  
Primer AD 100 μM 0,5 2 μM  
Taq 0,5 U/ μl 0,2   
H2O miliQ  csp 25 μl 17,3   
 
Programa Tail-dos 
 
Ciclo Temp (ºC) Tiempo Observaciones 
1 95 5 min Agregar Taq 
2 94 30 seg 
 
3 60 1 min 
 
4 72 2 min 
 
5 94 30 seg 
 
6 60 1 min 
 
7 72 2 min 
 
8 94 30 seg 
 
9 44 1 min 
 
10 72 2 min Repite a 2 x 12 
11 72 5 min 
 
Tiempo total 
  
2 horas 37 min 
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REACCION TERCIARIA 
 
Reactivos Volumen (μl) Cc final 
ADN dilución 1/50 de Rn 2, 1 μl 
 
Buffer 10x 5 
 
MgCl2 50mM 1,5 1,5 mM 
dNTPs 10mM 4 0,8 mM total 
Primer específico  10μM 1 0,2 μM 
Primer AD 100 μM 1 2 μM 
Taq 0,5 U/ μl 0,5 
 
H2O miliQ  36  
 
 
Programa Tail-tres 
 
Ciclo Temp (ºC) Tiempo Observaciones 
1 95 5 min Agregar Taq 
2 94 1 min 
 
3 44 1 min 
 
4 72 2 min Repite a 2 X 25 
5 72 5 min 
 
Tiempo total 
  
2 horas 11 min 
 
Se procede a sembrar la reacción 2 y 3 en un gel de agarosa 1,5% 
 
2. PCR inversa: 
Se digiere el ADN con una enzima de restricción de corte frecuente, en este caso EcoRI, 
que escinda por fuera de la región conocida. No se deben obtener fragmentos mayores 
a 5 Kb para que pueda ocurrir la reacción de PCR. 
 
Digestión con Enzima de Restricción (VF 100 μl) 
Enzima de restricción EcoRI 2 μl 
Buffer 10X 10 μl 
DNA /cn ideal 1.5-3 μg (2 μg) 1,3 μl 
Agua MilliQ 86, 7 μl 
 
Posteriormente realizar la purificación de dicha solución y eluir en 30 μl de agua MilliQ 
precalentada. 
Se procede a circularizar los fragmentos resultantes, tal como se detalla a 
continuación. 
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Ligación (VF: 50 μl) 
Digestión purificada 30 μl 
T4 DNA ligasa 2 μl 
Buffer 10X 5 μl 
Agua MilliQ 13 μl 
 
Incubar 2 hs en mesada (22ºC) u ON a 4ºC 
Posteriormente, se realiza una reacción de PCR con cebadores que hibridan en los 
extremos de las secuencias conocidas, lo que permite obtener fragmentos de ADN 
lineales del tamaño comprendido entre ambos cebadores 
 
REACCIÓN DE PCR INVERSA 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores  
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' 
Primer F CAGCCCGTCTGGAACTACC 
Primer R GAATACTTGATCCAGCGAGCC 
 
Mezcla de reacción y condiciones de ciclado para realizar la PCR 
  
Mezcla de Reacción (VF: 50 μl) 
10X Buffer con 15 mM MgCl2 5 μl 
dNTPs 10 mM 5 μl 
Primer F 5 μl 
Primer R 5 μl 
Long taq 5U/μl 0,25 μl 
DNA (ligación) 25 μl 
Agua MilliQ 4,75 μl 
Condiciones de Ciclado 
97ºC 1 min  
94 ºC 3 min  
94 ºC 40 seg X 10 ciclos 
58 ºC 30 seg 
68 ºC 4,5 min 
94 ºC 40 seg X 20 Ciclos 
58 ºC 30 seg 
68 ºC 5,5 min 
68 ºC 10 min  
15 ºC pausa  
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Esquema del protocolo realizado  
 
 
 
Detección del gen blaOXA completo 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para amplificar el gen 
codificante de la enzima en forma completa 
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' Tamaño del producto (bp) 
Ent F CTGGGACATCCGCCTGTC 825 
AXX R ACCAGCAGGATCGACAGTC  
 
El diseño de estos cebadores se realizó a partir de la secuencia completa de OXA-258a, 
por medio de programas que facilitan el diseño de los mismos. Cabe destacar que el 
primer AXX-R ya había sido previamente descripto por Amoureux et al para amplificar 
blaOXA-243 [179] 
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Mezcla de reacción para la amplificación del gen codificante de las enzimas tipo OXA 
completas 
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 12,9 
Buffer 10X (Invitrogen) 2,5 
MgCl2 (25 mM) (Invitrogen) 2,4 
Ent F (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
AXX R (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) (Invitrogen) 1 
ADN genómico (dil 1/100 de extracción de DNA cromosómico) 1 
Taq polimerasa 5 U/ml (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación del gen codificante de la enzima OXA 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 94 1 min 
3 56 1 min                               30 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 10 min 
 
Detección de  blaOXA-258 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para amplificar el gen 
codificante de la enzima OXA-258, conteniendo la secuencia de las enzimas de 
restricción NdeI y XhoI   
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' Tamaño del producto (bp) 
OXA-258NdeI F AGCCATATGGACGTCCTGTGCACCCT 825 
OXA-258XhoI R TGCTCGAGTTTGCGGGGCGCCGCGACCAT  
 
Mezcla de reacción para la amplificación del gen codificante de la enzima OXA-258 
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 36 
10X Reaction Buffer 5 
OXA-258NdeI F (10 μM)  2,5 
OXA-258XhoI R (10 μM)  2,5 
dNTPs (10 mM)  1 
DMSO 1 
ADN genómico (dil 1/100 de extracción de DNA cromosómico) 1 
Pfu DNA polymerase (5U/μl) 0,5 
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Programa de ciclado para la amplificación del gen codificante de la enzima OXA-258 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 94 1 min 
3 60 1 min                               32 ciclos 
4 68 2 min 30 seg 
5 68 10 min 
 
Detección de la presencia de genes codificantes de - lactamasas por 
amplificación por PCR: 
Mezcla de reacción para la amplificación de genes codificantes de BLEE 
 
Reactivos Volumen (μl) 
ADN  1 
Buffer Taq 10X (Invitrogen) 2,5 
Cl2Mg  (50 mM) (Invitrogen) 1,25 
Primer F  (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
Primer R (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1.0 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl) ) (Invitrogen) 0.2 
 
 
Programa de ciclado para la amplificación de genes codificantes de BLEE 
 
ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 94 1 min 
3 54 1 min               25 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 10 min 
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Mezcla de reacción para la amplificación  de genes codificantes de  carbapenemasas 
de Clase A de codificación plasmídica 
 
Reactivos Volumen (μl) 
ADN  1 
Buffer Taq (10X ) (Invitrogen) 2,5 
Cl2Mg  (50 mM) ) (Invitrogen) 1,25 
Primer F  (10 μM) ) (Invitrogen) 2,5 
Primer R (10 μM) ) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
TaqADN polimerasa (5 U/µl) ) (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación de genes codificantes de  carbapenemasas 
de Clase A de codificación plasmídica 
 
ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 94 1 min 
3 54 1 min                25 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 10 min 
 
Mezcla de reacción para la detección genotípica de carbapenemasas de Clase A de 
codificación cromosómica 
 
Reactivos Volumen (μl) 
ADN 1 
Buffer Taq (10X ) (Invitrogen) 2,5 
Mg Cl2  (50 mM) ) (Invitrogen) 1,25 
Primer F  (10 μM) ) (Invitrogen) 2,5 
Primer R (10 μM) ) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1,25 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl) ) (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación de genes codificantes  carbapenemasas de 
Clase A de codificación cromosómica 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 94 1 min 
3 52 1 min                  25 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 10 Min 
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Mezcla de reacción para la detección genotípica de MBL 
 
Reactivos Volumen (μl) 
ADN 1 
Buffer Taq (10X ) (Invitrogen) 2,5 
Cl2Mg  (50 mM) ) (Invitrogen) 1,25 
Primer F  (10 μM) ) (Invitrogen) 2,5 
Primer R (10 μM) ) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl) ) (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación de genes codificantes de MBLs 
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 94 5 min 
2 52 15 min (Taq polimerasa a los 6 min) 
3 72 2 min 
4 94 1 min 
5 52 1 min                                    34 ciclos 
6 72 1 min 
7 72 15 min 
 
Mezcla de reacción para la detección genotípica de enzimas tipo OXA por Multiplex 
PCR 
 
Reactivo Volumen (μl) 
ADN 1 
Buffer Taq 10X (Invitrogen) 3 
Cl2Mg  (50 mM) (Invitrogen) 1,5 
Primer F  de cada grupo (10 μM)  (Invitrogen) 2,5 
Primer R de cada grupo (10 μM)  (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 30 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl)  (Invitrogen) 0.2 
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Programa de ciclado para la Multiplex PCR  
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 94 30s 
3 52 45s             30 ciclos 
4 72 50 s 
5 72 10 min 
 
Mezcla de reacción para la detección genotípica de enzimas tipo OXA 
 
Reactivo Volumen (μl) 
ADN 1 
Buffer Taq 10X  (Invitrogen) 2,5 
Cl2Mg  (50 mM)  (Invitrogen) 1,25 
Primer F  (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
Primer R (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1 
Agua MilliQ estéril c.s.p 25 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl)  (Invitrogen) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación de genes codificantes de enzimas de tipo 
OXA 
 
Ciclo Temperatura (ºC) tiempo 
1 95 5 min 
2 94 1 min 
3 55 1 min              30 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 10 min 
 
Los oligonucleótidos empleados se encuentran en la tabla a continuación: 
 
 
 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
 
 
 
Cebadores para amplificación de genes bla Secuencia primer (5’ a 3’) Tamaño del producto (bp) 
blaTEM TEM-F: ATA AAA TTC TTG AAG ACG AAA 1079 
 TEM-R: GAC AGT TAC CAA TGC TTA ATC A  
blaSHV SHV-F: TCG GGC CGC GTA GGC ATG AT 625 
 SHV-R: AGC AGG GCG ACA ATC CCG CG  
blaPER-1 PER-1F: AAGCTGTAGTTACTGCCTCGACGC 880 
 PER-1R:GGGCTTAGGGCAGAAAGCTTTTTC  
blaPER-2 PER-2F: TGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG 878 
 PER-2R: CAGCTCAAACTGATAAGCCGCTTG  
blaCTXM-2 CTXM-F: TTAATGATGACTCAGAGCATT C 902 
 CTXM-R: GATACCTCGCTCCATTTATTG  
blaVEB VEB-F:  CCAGATAGGAGTACAGAC 841 
 VEB-R: GACTCTGCAACAAATACGC  
blaOXA30 OXA30-F: TGGAAATCAAGACTTCTCTGG 435 
 OXA30-R: CAACAGTAGAGATATCTGTTG  
blaGES GES-F: TCACTCTGCATATGCGTCGG 818 
 GES_R: TCCGTGCTCAGGATGAGTTG  
blaIMP IMPA-F: GAAGGCGTTTATGTTCATACTT 500 
 IMPA-R: GTTTTGCCTTACCATATTTGGA  
blaVIM VIMG-F: ATGGTGTTTGGTCGCATATC 600 
 VIMG-R: TGGGCCATTCAGCCAGATC  
blaGIM GIM1-F: ATATTGAAGGCTATGGGTTAG 610 
 GIM1-R: GGTCGGTTGCATTAATTTGTTA  
blaSPM SPM1-F: CTGCTTGGATTCATGGGCGC 783 
 SPM1-R: CCTTTTCCGCGACCTTGATC  
blaIMI IMI-F: TGTAAAACCAAGTAGAATAGCC 674 
 IMI-R: TATTCGTGCTAGCGTACCAA  
Oligonucleótidos cebadores utilizados para la amplificación de diferentes genes codificantes de -lactamasas 
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Cebadores para amplificación de genes bla Secuencia primer (5’ a 3’) Tamaño del producto (bp) 
blaNMC NMC-F: GCATTGATATACCTTTAGCAGAGA 2058 
  NMC-R: TATGCTCAGTGTGATTTTATCACCG   
blaSME SME-F: TAAAACGGCT TCATTTTTGT TTAG 840 
  SME-R:TGATAAAACTATTGCGGAAGCATCACG   
blaKPC KPC-F: ATGTCACTGTATCGCCGTCT 893 
  KPC-R: TTTTCAGAGCCTTACTGCCC   
blaOXA23 OXA23-F: GAT CGG ATT GGA GAA CCAGA 501 
  OXA23-R: ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT   
blaOXA24 OXA24-F: GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA 246 
  OXA24-R: AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT   
blaOXA51 OXA51-F: TTATGCTTTGATCGGCCTTG 353 
  OXA51-R: TGGATTGCACTTCATCTTGG   
blaOXA58 OXA58-F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 
  OXA58-R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC   
blaOXA60 OXA60-F: CGTTCAAGATTCCGAACAGC 517 
  OXA60-R: GCGCGGCATGTCGATGTTCA   
blaOXA40 OXA40-F: CACCTATGGTAATGCTCTTGC 488 
  OXA40-R: GGAGTAACACCCATTCCCCA   
blaOXA48 OXA48-F: ATGCGTGTATTAGCCTTATCG 610 
  OXA48-R: TATAGTCACCATTGGCTTCG   
blaOXA50 OXA50-F:ATGCGCCCTCTCCTCTTCAG 602 
  OXA50-R: AAGCCGTAGAGCCGCTCGTT   
blaOXA62 OXA62-F: TACGATAATCTCTCGCCGGT 715 
  OXA62-R: CGATATCGGGCTTCTTGTCG   
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
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Secuenciación de una bomba de Eflujo de Tipo RND en un aislamiento de 
A. ruhlandii 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para secuenciar la 
bomba de eflujo axyABM 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' 
axyA F GAGCCGAACCGATGCA 
axyA R TACTGCTTGGCCGCCG 
axyB1 F TCGTGGAAGGCGTGCA 
axyB1 R GTCAGGCCCTCTTCGG 
axyB2 F CGACGCCATCGTGGTG 
axyB2 R GTGGCCTTGGCGAACG 
axyB3 F TGCTGCCCGACGACCT 
axyB3 R GCGGGGACGAAGAAGA 
axyM F TCGGGCAGCCAGAACG 
axyM R GCAAAGATCGGCACCG 
 
 
 Tipificación molecular mediante amplificación al azar de ADN 
polimórfico (RAPD PCR) 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para la tipificación 
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' 
RAPD 7 CGCTAGCAATTAATGTGCATC 
RAPD 270 TGCGCGCGGG 
 
Mezcla de reacción para la amplificación  
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 15,8 
Buffer 10X (Invitrogen) 2,5 
MgCl2 (25 mM) (Invitrogen) 2 
RAPD  (10 μM) (Invitrogen) 2,5 
dNTPs (10 mM) (Invitrogen) 1 
ADN genómico (dil 1/100 de extracción de DNA cromosómico) 1 
Taq polimerasa 5 U/ml (Invitrogen) 0,2 
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Programa de ciclado para la amplificación  
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 94 4 min 
2 25 15 min 
3 72 2 min 
4 94 1 min 
5 25 1 min           35 ciclos 
6 72 2 min 
7 72 5 min 
 
Detección del gen que codifica la bomba de eflujo ArpABC     
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para amplificar el gen 
arpB 
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' 
Arp F GTCGGTGCTGGTTGCGCTG 
Arp R GACCAGCGAGGTCTGGATC 
 
Mezcla de reacción para la amplificación para la detección del gen ArpB 
Componente Volumen (µl) 
ADN 2,0 
Buffer Taq 5X 2,5 
Cl2Mg  (25 mM) 2,5 
Primer F  (10 M) 2,5 
Primer R (10 M) 2,5 
dNTPs (10 mM) 1,0 
Agua MilliQ estéril 11,8 
Taq ADN polimerasa (5 U/µl) 0,2 
 
Programa de ciclado para la amplificación  
 
Ciclo Temperatura (ºC) Tiempo 
1 95 5 min 
2 95 1 min 
3 52 1 min           30 ciclos 
4 72 1 min 
5 72 10 min            
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Análisis de los niveles de expresión de la bomba de eflujo ArpABC 
Secuencias 5’-3’ de los oligonucleótidos cebadores utilizados para RT-PCR 
 
Nombre del cebador Secuencia 5'-3' 
ArpB F GCTCAAACCGCTGAAGAAGG 
ArpB R GCAGGTATTCACGCATCTGG 
16S F AAGCAACGCGAAGAACCTTA 
16S R CGGACTACGATCGGTTTTGT 
 
Mezcla de reacción para la amplificación  
 
Reactivo Volumen (μl) 
Agua Milli Q 12,5 
“Lightcycler DNA Master SYBR Green I” 10X 2 
MgCl2 (25 mM)  2,5 
ArpB F (10 pmol/ μl) 1 
ArpB R (10 pmol/ μl) 1 
ADNc 1 
 
El reactivo “Lightcycler DNA Master SYBR Green I” 10x contiene la enzima Taq-ADN 
polimerasa, el buffer apropiado de reacción, una mezcla de dNTPs y la molécula 
fluorescente SYBR Green I. 
 
 
  
ANEXO IV 
SECUENCIAS Y VECTORES UTILIZADOS 
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Análisis por “Multilocus sequence typing” (MLST) 
Secuencias de los aislamientos 38, 39, 67, 80: 
- nusA: la secuencia fue 100% idéntica al alelo nusA 17, depositado en la base de 
datos 
TCGTTCTCGAACAGTTGGCGGATGAACTCGGGCGAGGTACGCGACAGGATCACCTGCTGGCC
ACGGGCGGCGTGGTCGACGCGCAACACGAAAGCGCGCACGCGGTCGGCGACGCGCAGGTTT
TCCTTCGGGATCATTTCGGAACGCGGCAGACGCGCTTCGATCTTGCCGGTCTCGATGATGGCG
TCGCCCTTGTCCATGCGCTTGATGGTGCCGGACACGATGGTTTCGCCGCGATCCAGGAAGTCG
TTCAGCACCTGCTCGCGCTCGGCGTCGCGGATCTTCTGCAGGATCGCCTGCTTGGCGGCCTGT
GCGCCGATACGACCGAATTCGATGGGTTCGAGCGGCTCCTCGA 
- rpoB: la secuencia fue 100% idéntica al alelo rpoB 32, depositado en la base de 
datos 
CGGATGTCGAACCACTGCCAGCGATCCAGGTCGGCCAGGTAGGCCTTGGTGATCGTCGCGCC
CTTGGCCAGCTTGCGCGGGCCGCCGTTGACGGTCTTGCCGACCAGCATCTTCTCGATACGGTC
GAACTGGTCGTTTTCAACGATGCGCAGCTGGTCGTTCAGGTCCTGGCGATAGCGGCGCAGTTC
ATCGTCGATGATGGACTGGGCGCGCTTGTCGCGCACGATGCCTTCGCGGGTGAACACCTGCA
CGTCGATGACGGTGCCGGTCATGCCCGAAGGCACGCGCAGCGAGGTGTCCTTAACGTCGGAC
GCCTTTTCACCGAAAATGGCGCGCAGCAGCTTTTCTTCCGGCGTCAGCTGGGTCTCGCCCTTG
GGCGTGACCTTGCCGACCAGCACGTCGTCGGCGCTGACTT 
- eno: Coincidencia parcial con el alelo eno 29 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
TACACGTTGGCCGGCGAAGGCGGCATCTCGCTGTCCTCGCAGGAATTCACCAACCTGCTGGCG
ACCTGGTGCGACAAGTACCCGATCATCTCGATCGAAGACGGCATGGCCGAAAACGACTGGGA
AGGCTGGAAGCTGCTGACCGACCAGCTCGGCAAGAAGGTGCAACTGGTGGGCGACGACCTG
TTCGTCACCAACACCAAGATCCTGCGCG 
- gltB: la secuencia fue 100% idéntica al alelo gltB 7, depositado en la base de 
datos:  
CCGATGAACGACACCAGCGACATCACCATCTGCTCGCGGATCGGGTCGATCGGCGGGTTGGT
GACCTGGGCGAACAACTGGCGGAAATAGTTGTAGAACGGCTTGGCGCGGTCGGACAGCACG
GCCAGCGGGGCGTCGTTGCCCATCGAGCCGATCACTTCCTCGCCGGTCGAGGCCATGGGTTC
GAGGATGAACTTGTAGTCTTCCTGGGTCCAGCCGAAGGCCTGCTGGCGATCCAGCA 
- lepA: Coincidencia parcial con el alelo lepA 46 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo)  
ACCGTGGCCAACTGCTACACCGCCATCGAGCTGGGCGTGGAAGTGCTGCCGGTGCTGAACAA
GATGGACCTGCCGCAGGCCGATCCGGACAGCGCGCGCCAGGAAGTCGAGGACGTGATCGGC
ATCGACGCCTCGCAGGCGGTGCTGGCCAGCGCCAAGACCGGCATGGGCATCGACGAGATCCT
CGAATCCATCGTCGCGCGGGTGCCACAGCCCAAGGGCGATCCCGATGCGCCGCTGCAGGCGC
TGATCATCGACTCGTGGTTCGACAACTACGTTGGCGTGGTGATGCTGGTTCGCATCGTCAACG
GCATGCTCAAGCCCAAGGACAAGATCCTGCTGATGGC 
- nuoL: la secuencia fue 100% idéntica al alelo nuoL 19 depositado en la base de datos 
GCGCAAGTACATGCCCATCACCTGGATCACCTTCCTCCTGGGCACGCTGGCCCTGGTCGGCAC
GCCGTTCTTCTCGGGTTTCTACTCGAAGGAACACATCATCGAGGCCGCCGGCGCCGCCCACGT
CTGGGGCGCCAGCTTCGCCTACTACGCCACGCTGATCGGCGTGTTCGTGACCTCGCTGTACTC
GTTCCGCGTGTACTTCCTGGTCTTCCATGGCAAGGAACGCT 
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- nrdA: Coincidencia parcial con el alelo nrdA 11 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
ATGCGCATGCTCGACAACGTCATCGACATCAACTATTACGCCGTCGACAAGGCCCGCAATTCC
AACGCGCGCCATCGTCCGGTGGGCATGGGCATCATGGGTTTCCAGGACTGCCTGCAGATGAT
GCGCGTGCCGTACGCATCGCAAGCCGCCGTCGAATTCGCCGATCGTTCGATGGAAGCGGTGT
GCTATCACGCCTACTGGGCCTCGAGCCTGCTGGCCGAAGAACGTGGCCGCTATCAATCGTACG
AAGGCTCGCTGTGGTCGCGTGGCATCCTGCCGCAAGACACGTTGAAGATGCTGCGTGACGAA
CGCGGTGGTCATGTCGAGGTCGATGAATCGAGCACGCTCGATTGGGATGCGTTGCGCGCGCG
CATCAAACAACATGGCATGCGCAACTCCAATTGCATCGCAATCGCCCCAACCGCGACTATTTCC
AATATCATTGG 
Secuencias del aislamientos 114: 
- rpoB: Coincidencia parcial con el alelo rpoB51 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
GTCAGCGCCGACGACGTGCTGGTCGGCAAGGTCACGCCCAAGGGCGAGACCCAGCTGACGC
CGGAAGAAAAGCTGCTGCGCGCCATCTTCGGTGAAAAGGCGTCCGACGTTAAGGACACCTCG
CTGCGCGTGCCTTCGGGCATGACCGGCACCGTGATCGACGTGCAGGTGTTCACGCGTGAAGG
CATCGTGCGCGACAAGCGCGCCCAGTCCATCATCGACGATGAACTGCGCCGCTACCGCCAGG
ACCTCAACGACCAGCTGCGCATCGTTGAAAACGACCAGTTCGACCGTATCGAGAAGATGCTG
GTCAACAAGACCGTCAACGGCGGCCCGCGCAAGCTGGCCAAGGGCGCGACGATCACCAAGG
CCTACCTGGCCGACCTGGATCGCTGGCAGTGGTTCGACATCCG 
- eno: Coincidencia parcial con el alelo eno 18 depositado en base de datos (dos 
diferencias con respecto a dicho alelo) 
TACACGCTGGCCGGCGAAGGCGGCATTTCGCTGTCCTCGCAGGAATTCACCAACCTGCTGGCC
ACCTGGTGCGACAAGTACCCGATCATCTCGATCGAGGACGGCATGGCCGAAAACGACTGGGA
CGGCTGGAAGCTGCTGACCGACCAGCTCGGCAAGAAGGTGCAACTGGTGGGTGACGACCTG
TTCGTCACCAACACCAAGATCCTGCGCG 
Secuencias del aislamiento 336: 
- nusA: Coincidencia parcial con el alelo nusA 22 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo)  
TCGAGGAACCCCTCGAGCCGATCGAGTTCGGCCGTATCGGCGCCCAGGCCGCCAAGCAGGCG
ATCCTGCAGAAAATCCGCGACGCCGAGCGCGAGCAGGTCCTGAACGACTTCCTGGATCGCGG
CGAAACCATCGTGTCCGGCACCATCAAGCGCATGGACAAGGGCGACGCCATCATCGAGACCG
GCAAGATCGAAGCGCGCCTGCCGCGCTCTGAAATGATCCCGAAGGAAAACCTCCGGGTCGCC
GACCGCGTCCGCGCTTTTGTCCTGCGCGTCGACCATGCGGCCCGCGGCCAGCAGGTGATCCTG
TCGCGCACCTCGCCCGAGTTCATCCGTCAGTTGTTCGAGAACGA 
- lepA: Coincidencia parcial con el alelo lepA 52 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo)  
ACCGTGGCCAACTGCTACACCGCCATCGAGCTGGGCGTGGAAGTGCTGCCGGTGCTGAACAA
GATGGACCTGCCGCAGGCCGATCCGGACAGCGCGCGCCAGGAAGTCGAGGACGTCATCGGC
ATCGACGCTTCGCAGGCGGTGCTGGCCAGCGCCAAGACCGGCATGGGCATCGACGAGATCCT
CGAGTCCATCGTCGCGCGGGTGCCGCAGCCCAAGGGTGATCCCGATGCGCCGCTGCAGGCGC
TGATCATCGACTCGTGGTTCGACAACTACGTTGGCGTGGTGATGCTGGTGCGCATCGTCAACG
GCATGCTCAAGCCCAAGGATAAGATCCTGCTGATGGC 
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Caracterización de  blaOXA: 
Secuencia OXA-258a: 
ATGACAGTTCGACTCGTTTCGCGCGCCCTGGGCGCAGTCCTCTTTGCGTCCGCCCTGACCCTGC
CCGCCCGGGCGGACGTCCTGTGCACCCTGGTGGCCGACGCCGCCGACGGCCGCATCCTGTTC
CAGCAGGGCACGCGGCAGGACTGCACGCAGCGCTACACCCCCGCCTCGACCTTCAAGCTGCC
CATCGCCCTGATGGGCGCGGATGCCGGCATCCTGCAGGGCCCGCACCAGCCCGTCTGGAACT
ACCAGCCCGCTTATCCCGACTGGGGCGGCGAGGCCTGGCGCCAGCCCACCGATCCGGCTCGC
TGGATCAAGTATTCGGTGGTCTGGTACTCGCAGTTGACCGCCAGGGCGCTGGGGCAGGAGCG
CTTCCAGCGCTACACCTCCGCGTTCGGTTATGGCAACGCGGACGTCTCGGGTGAACCCGGCAA
GCACAACGGCACCGATGGCGCGTGGATCATCTCCTCGCTGCGCATTTCGCCGTTTGAGCAGGT
GGACTTCCTGCGCAAGTTCGTCAACCGGCAACTGCCCGTCAAGGCGGCTGCCTATGACCTGGC
CGAGAACCTGTTCGAGGTCGGCGAAGCCGACGGCTGGCGTCTGTACGGCAAGACCGGAACC
GGCTCGCCCGGCAGCCACGGCGTCTACACGCCGGCCAACGCCTATGGCTGGTTCGTCGGCTG
GGCGCGCAAGGACGACCGCCAACTGGTGTTTGCCCGCCTGCTGCAGGACGAGGGGGCGACC
CAGCCCAATGCCGGCCTGCGCGCCCGCGACGGCCTGATGCGCGACTGGGCCGCCATGGTCGC
GGCGCCCCGCAAATGA 
Secuencia OXA-258b: 
ATGACAGTTCGACTCGTTTCGCGCGCCCTGGGCGCAGTCCTCTTTGCGTCCGCCCTGACCCTGC
CCGCCCGGGCGGACGTCCTGTGCACCCTGGTGGCCGACGCCGCCGACGGCCGCATCCTGTTC
CAGCAGGGCACGCGGCAGGACTGCACGCAGCGCTACACCCCCGCCTCGACCTTCAAGCTGCC
CATCGCCCTGATGGGCGCGGATGCCGGCATCCTGCAGGGCCCGCACCAGCCCGTCTGGAACT
ACCAGCCCGCTTATCCCGACTGGGGCGGCGAGGCCTGGCGCCAGCCCACCGATCCGGCTCGC
TGGATCAAGTATTCGGTGGTCTGGTACTCGCAGTTGACCGCCAGGGCGCTGGGGCAGGAGCG
CTTCCAGCGCTACACCTCCGCGTTCGGTTATGGCAACGCGGACGTCTCGGGTGAACCCGGCAA
GCACAACGGCACCGATGGCGCGTGGATCATCTCCTCGCTGCACATTTCGCCGTTTGAGCAGGT
GGACTTCCTGCGCAAGTTCGTCAACCGGCAACTGCCCGTCAAGGCGGCTGCCTATGACCTGGC
CGAGAACCTGTTCGAGGTCGGCGAAGCCGACGGCTGGCGCCTGTACGGCAAGACCGGAACC
GGCTCGCCCGGCAGCCACGGCGTCTACACGCCGGCCAACGCCTATGGCTGGTTCGTCGGCTG
GGCGCGCAAGGACGACCGCCAACTGGTGTTTGCCCGCCTGCTGCAGGACGAGGGGGCGACC
CAGCCCAATGCCGGCCTGCGCGCCCGCGACGGCCTGATGCGCGACTGGGCCGCCATGGTCGC
GGCGCCCCGCAAATAG 
Secuencia OXA-364: 
ATGCCCCTCCGACTCCCTCTGCGCGCCCTGGGCGCGGCCCTGTCCCTGTTCGCGCTGGCCGGC
GCCCCCGCCAGCGCGGCGGTTTTGTGCACCGTGGTGGCCGACGCGGCCGACGGCCGCATCGT
GTTCCAGCAAGGCACGCAGGCGGCCTGCGCCGAGCGCTACACGCCCGCCTCGACCTTCAAGC
TGCCGATCGCGCTGATGGGCGCGGACGCGGGCATCCTGCAAGGCGCGCACGCGCCAGTCTG
GAACTACCAGCCGGGCTACCCCGACTGGGGCGGCGACGCCTGGCGCCAGCCGACGGACCCG
GCGCGCTGGATCAAGTATTCGGTGGTCTGGTACTCACAACTGACCGCCCGGGCGCTGGGGCA
GGAGCGCTTCCAGCGCTACGCCTCGGCCTTCCAGTACGGCAACGAGGACGTCTCGGGCGAGC
CCGGCAAGCACAACGGCCTGGACGGCGCGTGGATCAACTCGTCGCTGCGCATTTCGCCGCTG
GAGCAACTGGCGTTCCTGCGCAAGCTGGTCAACCGCCAATTGCCGCTCAAGCCCGCGGCCTAC
GATCTGGCCGAGACGCTGTTCGACGCCGGCGAGGCCGGCGGCTGGCGCCTGTATGGCAAGA
CCGGCACCGGCTCGCCGGGCAGCAACGGCGTCTACACGCCGGACAACGCCTACGGCTGGTTC
GTCGGCTGGGCGCGCAAGGACGGCCGCCAACTGGTGTTCGCGCGCCTGCTGCAGGACGAGA
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
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AAGCCACCCGGCCCAATGCCGGCCTGCGCGCCCGCGACGAGCTGTTGCGCGAGTGGCCGGCC
ATGGCCGACGCGCCCCGCCAGTAG 
Secuencia OXA-243e: 
ATGACCGTTCGACTCTCTTCGTGCGCCCTCGGCGCAGCCCTTTCCCTGTCGGCGCTGGCCGGC
GCCCCCGCCCAGGCGGCCGTTCTGTGCACCGTGGTGGCCGACGCCGCCGACGGCCGCATCGT
GTACCAGCAGGGCACGCAGCAGGCCTGCGCCGCGCGCTACACGCCCGCCTCGACCTTCAAGC
TGCCCATCGCCCTGATGGGCGCGGACGCCGGCATCCTGACGGGCCCGCACGCGCCGGTCTGG
AACTACCAGCCCGACTACCCCGACTGGGGCGGCGACGCCTGGCGCCAGCCCACGGATCCGGC
GCGCTGGATCAAGTATTCGGTGGTCTGGTATTCGCAGCTGACCGCCCGGGCGCTGGGGCAGG
AGCGCTTCCAGCGCTATGCCTCGGCCTTCCATTACGGCAACGAGGACGTCTCGGGCGAACCCG
GCAAGCACAACGGCACCGACGGCGCATGGATCATTTCGTCGCTGCGCATCTCGCCGCTGGAA
CAACTGGCCTTCCTGCGCAAGCTGGTCAACCGGCAGTTGCCGCTCAAGGCGGCGGCCTACGA 
CCTGGCCGAGAACCTGTTCGAGGTCGGCGAAGCCAGCGGCTGGCACCTGTATGGCAAGACCG
GCACCGGCTCGCCTGGCAGCAACGGCGTCTACACGGCGGCCAACGCCTACGGCTGGTTCGTC
GGCTGGGCACGCAAGGACGGCCGCCAGCTGGTGTTCGCCCGCCTGGTGCAGGACGAGCAGG
CCACCAAGCCCAACGCCGGCCTGCGCGCCCGCGACGACCTGATGCGCGACTGGCCCGCCATG
GCCGACGCGCCGCGCAAATAA 
 
Detección de ampC cromosómica en Achromobacter ruhlandii 
Secuencia nucleotídica de la enzima de AmpC en A. ruhlandii: 
Aislamiento 38 (resistente a carbapenemes): 
ATGTTCCGTATTTCCCTGCTGTCCATGACGTTGACGCTGGCCCTGGCCGGCGCCGCCTCGGCCA
GCCCGGCCGTTGCGCAAGCGCCCACTGCCAAGGCCGCCACGGCATCGACCTCCGCATCCACGC
CCGCATTCACACCCGCATCCACGCCCGCATCCACGCCGGCATCCACGCCCGCATCCACACCCAC
ATCCTCGCCGGCATCCACCGCCAAGGCATCCGCCCAGGCATCCACGCCCGCCAAGGCCGATCG
CGCCACCGCCGCCGTCGACGCCGCCGTGGCCGAGGTCATGCGCGAATACGGCATCGCCGGCA
TGGCCATCGGCGTCAGCCGCGACGGCGAGCAGCGCTTCTTCAACTACGGCGACGCCTCGCGC
GCGCCGCGCCGCGCGGTCTCCAGCGACACCCTGTTCGAACTGGGGTCGATCAGCAAGGCCTT
CACCGTCACGCTGGCCGCCTACGCCCAGGCCACGGGCCGCCTGTCGCTCACCGACAGCCCGGC
CAAGTGGGTGCCCGAGCTGCAAGGCAGCGAATTCGCCAGGCTGACGCTGGTTAACCTGGCCA
CGCACACCGCCGGCGGCTTCCCCTTGCAGGTGCCGGACGCGGTGCAGAGCATGGCGCAACTG
ATGGACTACCTGAAGGCCTGGACCCCGCGATACGCGCCCGGCACGCGCCGCACCTACGCCAA
CCCCAGCATCGGCATGCTGGGCGTGGTGGCGGCCCGCGCCCTGGGGCAGCCCTACGTGGCG
GCGATGGAGCAGCAGCTGTTTCCCATGCTGGGCCTGCGCGACACCTACCTGGAAGTGCCGCC
GCGCAAGATGCCCGACTATGCCCAGGGCTACGACAAGCAGGACGCGCCGGTGCGCGTGAAC
CCGGGCGTGCTGGCCGACGAGGCCTATGGCGTGAAGTCCAGCGCCCGCGACATGCTGCGCTT
CGTCGAGATCAACCTGGGCACCGCGCCGGTCGATGCCACGCTGCAGCGCGCCATCGCCGAGA
CCCACACCGGCTATTACCAGCTGGGCGCGATGACGCAGGACCTGATCTGGGAGCAGTACTCTT
ACCCGGTGTCGGTGGACGATGTGGTGCACGGCAATTCCGCCCAGGTCGCGTTCGAGACCCTG
CCGGTCAAGGCCCTGCAACCGCCGCTGGCGCCGCAGCAGGCGGTGTGGATCAACAAGACCG
GCGCCACCAACGGTTTCGGCGCCTACGTGGCGTTCGTGCCGTCGCGCAAGCTCGGCATCGTG
ATCCTGGCCAACCGCAACTATCCGAATGAGGCGCGGGTGCGGCTGGCGTTGCGGGTATTGAA
GGCGCTGGCGCCGTGA 
 
ANEXO IV 
 
245 
 
Aislamiento 319 (sensible a carbapenemes) 
ATGTTCCGTATTTCCCTGCTGTCCATGACGTCGACGCTGGCCCTGGCCGGCGCGGCCTCGGCC
AGCCCGGCCGTTGCGCAAGCGCCCGCCGCCAAGGCCGCCACGGCATCGACCTCCGCATCCAC
GCCCGCATCCACGCCCGCATCCACGCCCGCATCCACGCCCGCATCCACGCCCGCATCCACGCCC
GCACCCACACCCGCATCCTCGCCGGCATCCACCGCCAAGTCATCCGCGACGCCGGCATCCACG
CCCGCCAAGGCCGATCGTGCCACCGCCGCCGTCGACGCCGCCGTGGCCGAGGTCATGCGCGA
ATACGGCATCGCCGGCATGGCCATCGGCGTCAGCCGCGAGGGCGAGCAGCGCTTCTTCAACT
ACGGCGACGCCTCGCGCGCCCCGCGCCGCGCGGTCTCCAGCGACACCCTGTTCGAACTGGGG
TCGATCAGCAAGACCTTCACCGTCACGCTGGCCGCCTACGCCCAGGCCACGGGCCGCCTGTCG
CTCACCGACAGCCCGGCCAAGTGGGTGCCCGAGCTGCAAGGCAGCGAATTCGCCAGGCTGAC
GCTGGTGCACCTGGCCACGCACACCGCCGGCGGCTTCCCCTTGCAGGTGCCGGACGCGGTGC
AGAGCATGGCGCAACTGATGGACTACCTGAAGGCCTGGACCCCGCGATACGCGCCCGGCACG
CGCCGCACCTACGCCAACCCCAGCATCGGCATGCTGGGCGTGGTGGCGGCCCGCGCCCTGGG
GCAGCCCTACGTGGCGGCGATGGAGCAGCAGCTGTTTCCCATGCTGGGCCTGCGCGACACCT
ACCTGGAAGTGCCCCCGCGCAAGATGCCCGACTATGCCCAGGGCTACGATAAGCAGGACGCG
CCGGTGCGCGTGAACCCGGGCGTGCTGGCCGACGAGGCCTATGGCGTGAAGTCCAGCGCCC
GCGACATGCTGCGCTTCGTCGAGATCAACCTGGGCACCGCGCCGGTCGATGCCACGCTGCAG
CGCGCCATCGCCGAGACCCACACCGGCTATTACCAGCTGGGCGCGATGACGCAGGACCTGAT
CTGGGAGCAGTACCGTTACCCGGTGTCGGTGGACGAGCTGGTGCACGGCAATTCCGCCCAGG
TCGCGTTCGAGACCCTGCCGGTCAAGGCCCTGCAACCACCGCTGGCGCCACAGCAGGCGGTG
TGGATCAACAAGACCGGCGCCACCAACGGTTTCGGCGCCTACGTGGCGTTCGTGCCGTCGCG
CAAGCTCGGCATCGTGATCCTGGCCAACCGCAACTATCCGAATGAGGCGCGGGTGCGGCTGG
CGTTGCGGGTATTGAAGGCGCTGGCGCCGTGA 
Secuenciación de una bomba de Eflujo de Tipo RND en el aislamiento Achromobacter 
ruhlandii 38  
TCATTTCATGAATGGCGCGGTATCCTTCGCCTGCCCGTCACCCCCCAGGCGCTCCATCAGGAAT
TCGATGAAGATCCGGGTCTTGGCGGGCAGCAGCCGGGTTTCCGTGACGGCATACACCGGGAA
CGGTCCGAGTTGCCAGTCCGGCAGCACGCGCCGCAGCTGGCCCGATTTCTGCTCGGCGGTCT
GGCCGCCGACCAGCACGGTGATGCCCGCGCCCAGCATGGCCAGGCGCCGGGCCATCGCCACG
CCGTTCACGGAAAAGCGGTTGCCGGGCGTGAACTGGATGTGCTGGTCGCCGCTGTTCAGCGG
CCAGCGGGTGACGCGGCCGGCGCCTTCGGCGCGGAACTCGATGCACTCATGGCGGGTCAGG
TCACTGGGGTGCTTGGGTTCCCCGTGCTTTTCCAGGTATTCCCGCGAGGCATAAAGATGGGCG
GGCAGCATGCCCAGCAGTCTCGCGATCTGGGTCGAGTCGGGCAGTTCGCCGATCTCGATGGA
AATATCGCAGGTCTGGAACACGCGTTGCGCGTGATCCGGGTTGGCGAGGTCCAGGAAGAAG
GTGACGTCGGGATAGCGGCGCGAGAACTCCATGAACGATTCGGCCAGGAAATCGGTGCCGA
AATCGGCCGGCATGTTCACCCGCAGGGGGCCGGACGGCGTGTCGACCAGCTTCTGCAGTTCC
TCGTGGGCGATCTGGGCCTCGGCGACGATGCGCTGGCAGCGCTCGAAATACAGCCGGCCGGC
GTCGGTCAGCTCCACCTTGCGGGTGGTGCGGCTGAGCAGGCGCAGGCCCACCGACCGTTCCA
GTTCGGCCACCTGGCGAGACAATGTCGATTTGGGCACCCCCAGGGCGGCCGCCGCACGGCTA
AAACTGTGCGTCTTGGCGACTTCCACGAAGAGTTCCATGCCTTGTAGACGTTTCATGGAAGGG
ATTCTGTCACAGGATGGGGCGGTTTATTGTCCCATATCTGGAATGATGTTTTCTCAATATGCCT
CTTTGTTTCTCGGGCGGGATAACGCAAAATGCCGATTCTGCAATGCAGCAAAGCGTCGAAGCC
CTGCCTGAATGTCTGAGGCGAAACCACACCCCAGTCAATCCTCACGAGCCGCAACGATGCGCG
GTTCGGGTTGCGCCGTTGCTGTCGCCGGTTGTCCGGCGGACACCGCGGTCGCCCCGCGGGCG
CAGGCCACGGCGGGCGGGTATGACGCTACCTTTTTAGTTGGAAATCGGGAATGCAATCTATG
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
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AACAAGAAAAGCGCGATGTGGCGCGGTGCGGCGGTGCTTACGCTGACGGCATCGGCCCTGA
CGTTGGCCGCTTGCGGCAAGAAACAGGAAGCACCCCAGGCGGGCAAGCCGCAGGTGACGGT
CGTCACGCTCACCACCAAGCCGGTTTCCCTGACCACTGAATTGCCCGGCCGCACCTCGCCGTTC
CGCGTCGCCGAAGTGCGGCCGCAGGTCAACGGCATCGTGCAGAAGCGCCTGTTCACCGAGGG
CGGCGAGGTCAAGGCGGGCGACCAGCTCTACCAGATCGACCCCGCGCTCTACCAGGCCAGCT
TCGACAGCCAGAAGGCCGCCCTGTCGCGCGCCCAAGCGCAGCAGAAGACCGCCGCGCTGCTG
GCCGAGCGCTACAAGCCGCTGGTGGCCACCCGCGCCGTCAGCCAGCAGACCTACGACAACGC
CGTCGCCACGCGCGACCAGGCCGTCGCCGACGTGATGTCGGCCAAGGCCGCGCTCGACACCG
CGCGCATCAACGTGGTCTACACCAAGGTGCTGTCGCCGATCGACGGCATCATCGGCCGTTCCG
CGGTCACCGAGGGCGCGCTGGTCACGGCCAACCAGGCCACGGCGCTGGCCGCCGTGCAGCA
GATCGATCCGATCTACGTCGACGTGACGCAATCCAGCGTGCAGCTGCTGCGCCTGCAGAACGC
GCTGTCCAGCGGCCAGCTCAAGAAGGCCGAGGGCGAGCAGGCCGCGCTGGTCACGCTGACC
CTGGAAGACGGGTCGCAATACACGCAGCAGGGCAAGCTGCAGTTCTCCGAAGTCACGGTCGA
TCCGGGCACCGGCTCGGTCACGCTGCGCGCGGTGTTCCCCAATCCGGACCGCCGCCTGCTGCC
GGGCATGTTCGTGCGCGCCCGCCTGGTCGACGGCGTCGCCGCCGACGGCCTGCTGGTGCCGC
AGCGCGGCGTGACGCGCAACCAGCGCGGCCTGCCGACGGCGCTGGTGGTCAATGCCGAGAA
CAAAGTGGAACTGCGTGAACTCAAGACCGACCGCGCCATCGGCGACCAGTGGCTGGTCACCG
ACGGCCTGAAGGCCGGTGAAAAGGTCATCGTGGAAGGCGTGCAGATGGTGCGCCCGGGTGT
CGAGGTGGTTGCCACCGAAGCCGGCGCCAAGCCGGCGCAGCAACCGCAAGCGGGCGCCGCG
GCGGCCAAGCAGTAGTCAGGGAGCCTTGCATGGCAAAGTTTTTTATCGATAGACCGGTTTTCG
CATGGGTGATCGCGATCGTGCTGATGATGGCCGGCGCGTTGTCCATCCTGAAACTGCCGGTTT
CGCAATATCCGAATATCGCGCCGCCGGCCATCGGCATCGCGGTGACCTACCCGGGCGCCTCG
GCGCAGACGGTGCAGGACACCGTGGTGCAGGTGATCGAGCAGCAGATGAACGGCCTTGACG
GCCTGGAGTACATTTCCTCGGAAAGCAACTCCGACGGCAGCATGTCCATCACGCTGACGTTCC
GCCAGGGCACCAACCCCGACACCGCCCAGGTGCAGGTGCAGAACAAGCTGTCGCTGGCGCAG
CCGCTGCTGCCGCAGGAAGTGCAGCAGCAGGGCATCCGCGTCACCAAGGCCACCAAGAACTT
CCTGATCGTGGCGGGCTTCGTGTCCACCGACGGCACGATGACCAAGGACGACCTGGCCGACT
ACGTCGCCTCGTACGTCCAGGATCCCATCAGCCGCACGCAGGGCGTCGGTGACTTCCAGCTGT
TCGGCTCGCAGTACGCCATGCGCATCTGGCTGGATCCGGCCAAGCTGGTGAACTACGGCCTG
ACCACGGTCGACGTGGTCAACGCGATCAAGGAACAGAACGTCCAGGTCTCGTCCGGCCAGCT
GGGCGGGCTGCCCGCGGTGCGTGGCCAACAGTTGAACGCCACCATCATCGGCCCGTCGCGCC
TGGAGCGTCCGGAAGACTTCGGCCGCATCCTGCTCAAGGTCAATTCCGACGGTTCACAGGTGC
GCCTGGCCAACGTCGCCCGCATCGAGCTGGGCGGCCAGACCTACGCCATCGACAGCTACTAC
AACGGCAAGCCCGCCTCGGGCCTGGCCATCAAGCTGGCCCCGGGCGCCAACGCGCTCGATAC
GGCGCAGGCGGTGCGCGACACCATCAACAACCTGAAGCCGTATTTCCCGCCGGGCATGGACG
TGGTGTATCCGTACGACACCACGCCGTTCGTCAGCCTGTCGATCGAGGAAGTGTTCAAGACGC
TGGTGGAAGCCATCATCCTGGTGTTCCTGGTGATGTACCTGTTCCTGCAGAACTTCCGCGCCAC
GCTGATCCCGACGCTGGCGGTGCCGGTGGTGCTGCTGGGCACCTTCGGCGTGCTGGCCGCGT
TCGGCTACTCCATCAACACGTTGACGATGTTCGGCATGGTGCTGGCCATCGGCCTGCTGGTGG
ACGACGCCATCGTGGTGGTGGAAAACGTCGAGCGGGTGATGGCCGAAGAGGGCCTCACGCC
CAAGCAGGCCACGCGCAAGTCCATGACCCAGATCACCGGCGCGCTGATCGGCATCGCCATGG
TGCTGGCCGCGGTGTTCATCCCGATGGCCTTCTTCGGCGGCTCCACCGGCGTGATCTATCGCC
AGTTCTCCATCACCATCGTGTCCTCGATGGTGCTGTCGGTGATCGTCGCCATCGTCTTCACGCC
GGCGCTGTGCGCCACGCTGCTCAAGCCCATCCCGAAGGGCCACCATGGCACCAAGCGCGGCT
TCTTCGGCTGGTTCAACCGCAGTTTCGACCGCAGCAGCCACGCCTACGCCAATACCGTGGCGC
GCGGCCTGGGCCGCACCAAGCGCCTGATGGTGGTGTACCTGGCCATCGTCATCGCCATGGGC
TGGCTGTTCACCCGCATCCCGACCGCGTTCCTGCCGGCCGAGGACCAGGGCATCCTGTTCGCT
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CAGATCCAGACGCCCGCCGGCGCCACCGCCGAGCGCACCAAGGCCGTCATCGACGAGGCCAC
CAACTACCTGCTGACCGAAGAGAAGGATGCCGTCACCTCGGTGTTCGCGGTCAACGGCTTCAA
CTTCGGCGGCCGCGGCCAGAACGCCTCGATCCTGTTCATCAAGCTGCGCGACTGGGAAGACC
GCGGCGCCGCCAATCTCAAGGCGGCCGCCGTGGCGGCGCGCGCCAATGCGCACTTCCGCAAG
ACCGAGCGCGACGCCCAGCTGTTCGTGGTGCCGCCGCCTTCGGTGATGGAACTGGGCAACGT
CGACGGTTTCGACTTCCAGCTGATGGACCGCGCCGGCGTGGGCCATGAAAAACTGCTGGCCG
CGCGCAACCAGCTGCTGGGCGAGGCGGCGCAGAGCAAGATCCTGCAGGGCGTGCGCCCCAA
CGGCATCGAGGACGCGCCGCAGTACCAGCTCGACATCGACCGCGAAAAGGCGCGGGCGCTC
GGCGTGGCCGTGTCGGACATCAACAGCACGCTGTCCACCGCCTGGGGTTCGTCGTACGTCAA
CGACTTCATCGACCGCGGCCGCGTCAAGAAGGTGTTCGCGCAGGGCGAGGCCTCGGCCCGCA
TGCTGCCCGAAGACCTGGACAAATGGTACGTGCGCAACAAGGATGGCGACATGGTGCCGTTC
TCGGCGTTCGCCAAGGCCACCTGGAGCTTCGGCCCGCAGAAGCTGAACCGCTACAACGGCGT
GCCTTCGTACAACATCCAGGGCCACGCGGCGCCGGGCTACAGCTCGGGCGCGGCCATGGACG
AAATGGAACGCATCGCCAGCAAGCTGCCCACCGGCGTGGGCTTCGAATGGACCGGCATGTCG
TACGAAGAACGCCTGTCGGGCGCCCAGGCGCCGGCGCTGTACGCGATCTCGCTGATCGTGGT
GTTCCTGTGCCTGGCGGCGCTGTATGAAAGCTGGACGATTCCGTCCGCGGTCATGCTGGTGGT
GCCCCTGGGCATCATCGGGGCGCTGGGCGCGACGCTGCTGCGCGGCCTGTCCAACGACGTGT
ACTTCCAGGTGGGCCTGCTCACAACCATCGGCCTGGCGGCCAAGAACGCCATCCTGATCGTGG
AGTTCGCCAAGGAGCACTACGAGGCCGGGGCGAGCCTGACGGAATCGGCGATCCACGCCGC
CCGCCAGCGCCTCCGCCCGATCCTGATGACGTCGCTGGCGTTCATCCTGGGCGTGGTGCCGCT
CGCGATCTCCTCGGGCGCCGGTTCGGGCAGCCAGAACGCCATCGGCACCGGCGTGATCGGCG
GGATGCTGACCGCGACCTTCCTGGCCATCTTCTTCGTCCCCGCGTTCTTCGTGATCATGCTGCG
CCTGTTCAAGGTGGAACGCATGAGCGCGCGACGCGATCCGCACGACCCCAGCGCCAACGACG
CGCAGGACGTGTCCGTCGAAGGAAAACCGCAATGAAGCTGCAGATGAGAACCCTGGTTTCCC
TTTCCCTGGCGGCGGCCCTGGCGGGCTGCTCGCTGGCCCCGACCTACGAACGGCCCGACGCG
CCGGTCTCGGCGGCCTATCCGGCCGGCCCGGCCTACAAGGCCGATGCCGCCGGTCCGGTGGC
CACCGCCGACATCGGCTGGCGCGACTTCTTCGCCGATCCCTTGCTCCAGCAACTGATCGAGCA
GTCGCTGGCCAACAACCGCGACCTGCGCGTGGCGGCCTTGAATGTCGAGGCCGCGCGGGCCC
AGTACCGCATCCAGCGCGCCGACCTGCTGCCCAGCGTCGGCATCGCCGGCAAGGAAACCGCC
CAGCGCACGCCGGCCGACCTGTCGCCCAGCGGCCAGGCCACCACCAGCCACAACTACCAGGT
CGGCGCCGCGCTGTCCTCGTGGGAGCTGGACCTGTTCGGCCGCATCCGCAGCCTGAGCGACA
AGGCGCTGGAATCGTACCTGGCGCTGGACGAAACCCGCACCGCGACCCAGCTGACGCTGATC
GCCGAAGTGGCCAACGCCTACCTGACGCTGCGCGCCGACCAGGAGCTGCTGAGCCTGACGCG
CGACACGCTCAAGAGCCAGGATGATTCCTACAAGCTCACCAAGCAGAGCTACGACCAGGGCC
TGTCCACCGCGCTCGACCTGAGCCAGGCCGAAGTGTCGCTGCGCACCGCCCAGCGCAACCTGT
CGCAGTACACGCGCCAGGCCGCGCAGGACCGCAACGCGCTGGTGCTGCTGGTGGGCCAGCC
GCTGTCGCCGGAAATCTCGGCGGCGCTGGACAACGCCGTCAAGCTTGACGACGGCATGCTGC
CGACCGCTCTGCCGGCCGGCCTGCCGTCCGAACTGCTGGCGCGCCGCCCGGACATTCGCGCC
GCCGAGCACCAGCTCAGGGGCGCCAATGCCAACATCGGAGCGGCGCGCGCGGCGTTCTTCCC
GACCATCAGCCTGACGGGCAACGCCGGCACTGCCAGCGCCAGCCTGGGCGGCCTGTTCGACG
GGGGCTCGGGCGCCTGGAGCTTCGTGCCGCAGATCACGGTGCCGATCTTTGCCGGTGGCTCG
CTGCTGGCAGGATTGGACTTGGCCAAGGTGCAGAAGAACATCCAGGTCGCGCAGTACGAGAA
GTCGATCCAGACCGGTTTCCGCGAAGTCGCCGACGCGCTCGCCGGGCGCGGCACGCTGGACG
AGCAGATCCAGGCCCAGCAGCTGCTGGTGGCCGCCAACCAGCGCGCCTACGATCTGTCCGAG
CAGCGCTTCCGCCAGGGCATCGACGACTACCTGACGGTGCTGGATTCACAGCGTTCGCTCTAC
ACCGCGCAGCAGTCGCTGGTCGATACGCGCCTGGCGCGCCTGTCCAACCTGGTCACCTTGTAC
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
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AAGGTGCTGGGCGGCGGCTGGACCGAGCGCACGGTCACGGCGGCGCAGCCCGCGCCGGAC
GCCGCGCCCGCTGCCGACGGCCAGCGGGGCTGA 
En diferentes colores se representan los diferentes genes que componen la bomba de 
eflujo. En color rojo está representado el gen AxyR, en color verde AxyA, en violeta 
AxyB y en naranja AxyM.  
 
Estudio de Brotes: 
a. Análisis del gen nrdA  
- nrdA: Coincidencia parcial con el alelo nrdA 150 depositado en base de datos (95% 
de similitud en la secuencia y dos gaps) 
GAAAAAGCCTACCTGGGCTACGAAGCCCGCGTGGCCAGCGGCGACCTGAAGCTGTTCAAGAA
GATGCCGGCGCTGACGCTGTGGCGCAAGATGCTGTCGATGCTGTTCGAAACCGGCCACCCCT
GGATCACGTTCAAGGATCCGTGCAACATCCGTTCGCCGCAGCAGCATGTGGGCGTGGTCCAC
AGCTCGAACCTGTGCACCGAGATCACGCTGAACACCAACGAATCCGAAATCGCGGTCTGCAAC
CTGGGTTCTGTGAACCTGGTCGCGCACATGAAGCCGGCCGCCGGCGGCGGTTTCGAACTCGA
CCACGAGAAGATCAAGCGCACGGTCAGCATCGCCATGCGCATGCTAGACAACGTGATCGACA
TCAACTACTACGCGGTCGACAAGGCGCGCAATTCCAACCTGCGCCACCGTCCGGTGGGCATG
GGCATCATGGGATTCCAGGACTGCCTGCAGATGATGCGCGTGCCTTACGCCTCGCAAGCCGCC
ATCGAATTCGCCGACACG_TCGATGGAAGCCGTGTGCTATCACGCGTACTGGGCCTCGAGCCT
GCTGGCCGAAGAACGCGGCCGCTATCAATCGTATGAAGGCTCGCTGTGGTCGCGCGGCATCC
TGCCGCAAGACACGTTGAAGATGCTGCGCGATGAACGCGGTGGTCATGTCGAGGTCGATGAA
TCGAGCACGCTCGATTGGGATACGTTGCGCGCGCGCATCAAACAACATGGCATGCGCAACTC
CAATTGCATCGCAATTGCC 
b. Análisis de secuencias del MLST  
Secuencias de los aislamientos 7067 y 12042: 
- nouL: la secuencia fue 100% idéntica al alelo nuoL 8, depositado en la base de 
datos 
GCGCAAGTACATGCCCATCACCTGGATCACCTTCCTCTTGGGCACGCTGGCCCTGGTCGGCAC
GCCGTTCTTCTCGGGTTTCTACTCGAAGGAACACATCATCGAAGCGGCCGGCGCCGCCCACGT
CTGGGGCGCCAGCTTCGCCTACTACGCCACGCTGATCGGCGTGTTCGTGACCTCGCTGTACTC
GTTCCGCGTGTACTTCCTGGTCTTCCACGGCAAGGAACGCT 
- eno: Coincidencia parcial con el alelo eno 90 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
TACACGCTGGCCGGCGAAGGCGGCATCTCGCTGTCCTCGCAGGAATTCACCAACCTGCTGGC
GACCTGGTGCGACAAGTACCCGATCATCTCGATCGAGGACGGCATGGCCGAAAACGACTGGG
ACGGCTGGAAGCTCCTGACCGACCAGCTCGGCAAGAAGGTGCAGCTGGTGGGCGACGACCT
GTTCGTCACCAACACCAAGATCCTGCGCG 
- lepA: Coincidencia parcial con el alelo lepA 107 depositado en base de datos (tres 
diferencias con respecto a dicho alelo) 
ACCGTGGCGAACTGCTACACCGCCATCGAGCTGGGCGTGGAAGTGATGCCGGTGCTGAACAA
GATGGACCTGCCACAGGCCGATCCCGAAGGCGCGCGCCAGGAAGTCGAGGACGTGATCGGC
ATCGACGCCTCGCAAGCGGTGCTGGCCAGCGCCAAGACCGGCATGGGCATCGACGAGATCCT
GGAATCCATCGTGGCCCGCGTGCCGGCGCCCAAGGGGGATCCCGAGGCGCCGCTGCAGGCG
CTGATCATCGACTCGTGGTTCGACAACTACGTGGGCGTGGTGATGCTGGTGCGCATCGTCAAC
GGCATGCTCAAGCCCAAGGACAAGATCCTGCTGATGGC 
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- nrdA: Coincidencia parcial con el alelo nrdA 87 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
ATGCGCATGCTAGACAACGTGATCGACATCAACTACTACGCGGTCGACAAGGCGCGCAATTCC
AACCTGCGCCACCGTCCGGTGGGCATGGGCATCATGGGATTCCAGGACTGCCTGCAGATGAT
GCGCGTGCCTTACGCCTCGCAAGCCGCCATCGAATTCGCCGACACGTCGATGGAAGCCGTGT
GCTATCACGCGTACTGGGCCTCGAGCCTGCTGGCCGAAGAACGCGGCCGCTATCAATCGTAT
GAAGGCTCGCTGTGGTCGCGCGGCATCCTGCCGCAAGACACGTTGAAGATGCTGCGCGATGA
ACGCGGTGGTCATGTCGAGGTCGATGAATCGAGCACGCTCGATTGGGATACGTTGCGCGCGC
GCATCAAACAACATGGCATGCGCAACTCCAATTGCATCGCAATTGCCCCAACCGCCACTATTTC
CAATATCATTGG 
- nusA: Coincidencia parcial con el alelo nusA 102 depositado en base de datos 
(cuatro diferencias con respecto a dicho alelo) 
TCGAAGAGGCCCTCGAGCCCGTCGAGTTCGGCCGCATCGGCGCCCAGGCCGCCAAGCAGGCG
ATCCTGCAGAAGATCCGCGACGCAGAGCGCGAGCAGGTCCTGAACGACTTCCTGGACCGTGG
CGAAACCATCGTGTCCGGCACCATCAAGCGCATGGACAAGGGCGACGTCATCGTCGAGACCG
GCAAGATCGAAGCCCGACTGCCGCGCTCGGAAATGATCCCGAAGGAAAACCTGCGCGTGGCC
GACCGCGTGCGCGCTTATGTGCTGCGCGTGGATCACGCCGCCCGTGGCCAGCAGGTCATCCT
GTCGCGCACCTCGCCGGAATTCATCCGCCAGCTGTTCGAGAACGA 
- rpoB: Coincidencia parcial con el alelo rpoB 77 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
GTCAGCGCCGACGACGTGCTGGTCGGCAAGGTCACGCCCAAGGGCGAGACCCAGCTGACGC
CGGAAGAAAAGCTGCTGCGCGCCATCTTTGGTGAAAAGGCGTCCGACGTTAAGGACACCTCG
CTGCGCGTGCCCTCGGGCATGACCGGCACCGTCATCGACGTGCAGGTGTTCACCCGCGAAGG
CATCGTGCGCGACAAGCGCGCCCAGTCCATCATCGACGATGAACTGCGCCGCTACCGCCAGG
ACCTGAACGACCAGCTGCGCATCGTCGAGAACGACCAGTTCGACCGTATCGAGAAGCTGCTG
GTCGGCAAGACCGTCAACGGCGGCCCGCGCAAGCTGGCCAAGGGCGCCTCGATCACCAAGG
CCTACCTGGCTGATCTGGACCGCTGGCAGTGGTTCGACATCCG 
- gltB: la secuencia fue 100% idéntica al alelo gltB 2, depositado en la base de datos 
TGCTGGATCGCCAGCAGGCCTTCGGCTGGACCCAGGAAGACTACAAGTTCATCCTCGAGCCCA
TGGCCTCGACCGGCGAGGAAGTGATCGGCTCGATGGGCAACGACGCCCCGCTGGCCGTGCTG
TCCGACCGCGCCAAGCCGTTCTACAACTACTTCCGCCAGTTGTTCGCCCAGGTCACCAACCCGC
CGATCGACCCGATCCGCGAGCAGATGGTGAT GTCGCTGGTG TCGTTCATCGG 
Secuencias del aislamiento 413638: 
- nouL: la secuencia fue 100% idéntica al alelo nuoL 8, depositado en la base de 
datos 
GCGCAAGTACATGCCCATCACCTGGATCACCTTCCTCTTGGGCACGCTGGCCCTGGTCGGCAC
GCCGTTCTTCTCGGGTTTCTACTCGAAGGAACACATCATCGAAGCGGCCGGCGCCGCCCACGT
CTGGGGCGCCAGCTTCGCCTACTACGCCACGCTGATCGGCGTGTTCGTGACCTCGCTGTACTC
GTTCCGCGTGTACTTCCTGGTCTTCCACGGCAAGGAACGCT 
- eno: la secuencia fue 100% idéntica al alelo eno 90, depositado en la base de 
datos 
TACACGCTGGCCGGCGAAGGCGGCATCTCGCTGTCCTCGCAGGAATTCGCCAACCTGCTGGC
GACCTGGTGCGACAAGTACCCGATCATCTCGATCGAGGACGGCATGGCCGAAAACGACTGGG
ACGGCTGGAAGCTCCTGACCGACCAGCTCGGCAAGAAGGTGCAGCTGGTGGGCGACGACCT
GTTCGTCACCAACACCAAGATCCTGCGCG 
TESIS  DO CTORA L-PAP ALI A  
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- gltB: Coincidencia parcial con el alelo gtlB 74 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
TGCTGGACCGCCAGCAGGCCTTCGGCTGGACCCAGGAAGACTACAAGTTCATCCTGGAGCCC
ATGGCCACGACCGGCGAGGAGGTGATCGGCTCGATGGGCAACGATGCCCCGCTGGCCGTGC
TGTCGGACCGCGCCAAGCCGTTCTACAACTATTTCCGCCAACTGTTCGCGCAGGTGACGAACC
CGCCGATCGACCCCATCCGCGAACAGCTGGTGATGTCGCTGGTGTCCTTCATCGG 
- lepA: la secuencia fue 100% idéntica al alelo lepA 108, depositado en la base de 
datos 
ACCGTGGCCAACTGCTACACCGCCATCGAGCTGGGCGTGGAAGTGATGCCGGTGCTGAACAA
GATGGACCTGCCGCAGGCCGATCCCGAAGGCGCGCGCCAGGAAGTCGAGGACGTGATCGGC
ATCGACGCCTCGCAGGCCGTGCTGGCCAGCGCCAAGACCGGCATGGGCATCGACGAGATCCT
GGAATCCATCGTGGCCCGCGTGCCGGCGCCCAAGGGGGATCCCGAGGCGCCGCTGCAGGCG
CTGATCATCGACTCGTGGTTCGACAACTACGTGGGCGTGGTGATGCTGGTGCGCATCGTCAAC
GGCGTGCTCAAGCCCAAGGACAAGATCCTGCTGATGGC 
- nrdA: Coincidencia parcial con el alelo nrdA 87 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
ATGCGCATGCTAGACAACGTGATCGACATCAACTACTACGCGGTCGACAAGGCGCGCAATTCC
AACCTGCGCCACCGTCCGGTGGGCATGGGCATCATGGGATTCCAGGACTGCCTGCAGATGAT
GCGCGTGCCTTACGCCTCGCAAGCCGCCATCGAATTCGCCGACACGTCGATGGAAGCCGTGT
GCTATCACGCGTACTGGGCCTCGAGCCTGCTGGCCGAAGAACGCGGCCGCTATCAATCGTAT
GAAGGCTCGCTGTGGTCGCGCGGCATCCTGCCGCAAGACACGTTGAAGATGCTGCGCGATGA
ACGCGGTGGTCATGTCGAGGTCGATGAATCGAGCACGCTCGATTGGGATACGTTGCGCGCGC
GCATCAAACAACATGGCATGCGCAACTCCAATTGCATCGCAATTGCCCCAACCGCCACTATTTC
CAATATCATTGG 
- nusA: Coincidencia parcial con el alelo nusA 103 depositado en base de datos (una 
diferencia con respecto a dicho alelo) 
TCGAAGAGGCCCTCGAGCCCGTCGAGTTCGGCCGCATCGGCGCCCAGGCCGCCAAGCAGGCG
ATCCTGCAGAAGATCCGCGACGCCGAGCGCGAGCAGGTCCTGAACGACTTCCTGGATCGTGG
CGAGACCATCGTGTCCGGCACCATCAAGCGCATGGACAAGGGCGACGTCATCGTCGAGACCG
GCAAGATCGAAGCCCGCCTGCCGCGCTCGGAAATGATCCCGAAGGAAAACCTGCGCGTGGCC
GACCGCGTGCGCGCCTATGTGCTGCGCGTGGACCACGCCGCCCGTGGCCAGCAGGTCATCCT
GTCGCGCACCTCGCCGGAATTCATCCGCCAGCTGTTCGAAAACGA 
- rpoB: Coincidencia parcial con el alelo rpoB 102 depositado en base de datos (dos 
diferencias con respecto a dicho alelo) 
GTCAGCGCCGACGACGTGCTGGTCGGCAAGGTCACGCCCAAGGGCGAGACCCAGCTGACGC
CGGAAGAAAAGCTGCTGCGCGCCATCTTCGGTGAAAAGGCGTCCGATGTTAAGGACACCTCG
CTGCGCGTGCCCTCGGGCATGACCGGCACCGTCATCGACGTGCAGGTGTTCACCCGCGAAGG
CATCGTGCGCGACAAGCGCGCCCAGTCCATCATCGACGATGAACTGCGCCGCTACCGCCAGG
ACCTGAACGACCAGCTGCGCATCGTCGAGAACGACCAGTTCGACCGTATCGAGAAGCTGCTG
GTCGGCAAGACCGTCAACGGCGGCCCGCGCAAGCTGGCCAAGGGCGCCACGATCACCAAGG
CCTACCTGGCTGATTTGGACCGCTGGCAGTGGTTCGACATCCG 
 
ANEXO IV 
 
251 
 
Vector pK19: 
 
Vector pET28: 
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Imágenes tomadas del catálogo de Novagen 
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Current Microbiology (2014) 
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o 48th ICAAC (Intersciencie Conference on Antimicrobial Agents and 
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Resistance mechanisms involved in meropenem-resistant and both imipenem-
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o XIII Congreso Argentino de Microbiología (CABA, Argentina 2013).  
Identificación molecular de Achromobacter spp. por detección de variantes especie 
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M Papalia, M Almuzara, G Traglia, MS Ramírez, A Belmonte, A Famiglietti, C Vay, G 
Gutkind, M Radice 
 
o X Congreso Argentino de la Sociedad Argentina de Infectología, SADI (mayo 
2010) 
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